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ABSTRAKT

Tato diplomovéa préace se zabyva piipravou probiotickych kultur Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus casei a Bifidobacterium breve obohacenych o vhodna prebiotika urcenych
k aplikaci do vyrobki pro détskou vyzivu. Jako prebiotika byly vybrany piirodni extrakty
z matchy, moringy, mladé pSenice, mladého jecmene, chlorelly a spiruliny.

Teoretickd Cast je zaméfena na probiotické bakterie, jejich biologické ucinky a jejich
soucasny vliv na détsky organismus. Experimentalni ¢ast se zabyva kultivaci probiotickych
bakterii s rostlinnymi extrakty, sledovanim jejich viability a naslednou stabilizaci
do enkapsulované formy. Pro zvyseni stability byly smési probiotickych bunék s prebiotiky
enkapsulovany do alginatovych ¢astic. Cast alginatovych &astic byla jesté suSena mrazem
metodou lyofilizace. Smési probiotickych kultur s rostlinnymi extrakty v neenkapsulovang,
enkapsulovane a lyofilizované formé byly ptisobenim modelovych travicich §tav podrobeny
simulaci lidského traveni. Vybrané extrakty rostlinnych materiald byly charakterizovany
Z hlediska celkového obsahu sacharidi, redukujicich sacharidi, celkovych fenolickych latek,
jednotlivych fenolickych latek a antioxidacni aktivity.

Pro porovnani byly vybrany dva détské komercni dopliiky stravy s obsahem probiotik,
které byly charakterizovany z hlediska poc¢tu bunék a jejich Zivotaschopnosti. Probiotické

piipravky byly také podrobeny modelovému traveni.

KLICOVA SLOVA
Détska vyziva, prebiotika, probiotika, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei,
Bifidobacterium breve, enkapsulace, alginatové castice, lyofilizace, modelové traveni,

pritokova cytometrie.



ABSTRACT

This Diploma thesis deals with preparation of probiotic cultures Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus casei and Bifidobacterium breve enriched with prebiotics meant for application
in baby food products. Natural extracts from matcha, moringa, young beat, young barley,
chlorella and spirulina were selected as prebiotics.

The theoretical part is focused on probiotic bacteria, their biological effects and their
effects on the child’s body. The experimental part deals with the cultivation of probiotic
bacteria with plant extracts, monitoring their viability and stabilization in an encapsulated
form. Mixtures of probiotic cells with prebiotics were encapsulated into alginate particles
to increase stability. Some of the alginate particles were processed by freeze drying. Mixtures
of probiotic cultures with plant extracts were subjected to model human digestion by the
action of model digestive juices in unencapsulated, encapsulated and lyophilized form.
Selected extracts of plant materials were characterized in terms of amount of total
and reducing sugars, total phenolic substances, individual phenolic substances and antioxidant
activity.

Further, two baby commercial dietary supplements containing probiotics were selected,
which were characterized in terms of cell number and viability. Probiotic products were also

subjected to model digestion.

KEYWORDS
Food for infants, prebiotics, probiotics, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus caseli,
Bifidobacterium breve, encapsulation, alginate particles, lyophilization, digestion model, flow

cytometry.
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1 UvOoD

Stfevni mikrofléra je dulezitou soucasti stfevni ochranné bariéry a v détském véku hraje
vyznamnou roli. Slozeni stievni mikroflory je velmi variabilni a 1i$i se mezi jedinci jedné
vékové skupiny. Kvalitativni zmény v jejim slozeni ovliviiuji imunitni systém hostitele. Snaha
ovlivnit mikrobialni prosttedi ve stievé je proto dilezitou soucasti vyvoje funkénich potravin
a potravinovych dopliki. V ramei definice funkénich potravin existuje podskupina potravin,
ktera je povazovana za zdravi prospé$nou. Jedna se 0 potraviny, které jsou vyrabény zivymi
mikroorganismy nebo zivé mikroorganismy piimo obsahuji. Tyto potraviny se nazyvaji
probiotika.

Nas zivotni styl je silné ovlivnén stravou, kterou mohou byt uvedeny do chodu
epigenetické procesy. Nachylnost k alergiim, kardiovaskularnim onemocnénim a mnoha
dalSim onemocnénim, ma sviij pocatek jiz v matCiné téle. VyZziva je proto povazovéana
za jeden z nejdulezitéjsich faktori ovliviujicich fyziologické procesy ve zdravi a nemoci.
Jsou hledany nutri¢né hodnotné potraviny, které by pozitivné ptisobily na zdravi konzumenta
nebo snizovaly riziko vzniku onemocnéni. To spliuji funkéni potraviny obsahujici probiotika,
prebiotika nebo synbiotika, které v sobé skryvaji nepochybny pozitivni potencial vyuzitelny
zejména u jedinct vV détském veku.

Mikroflora se podili na vyuziti energie z nestravenych sacharidi prochazejicich horni ¢asti
traviciho traktu a na ochrané proti invazivnim stfevnim patogeniim. Pochopeni vyznamu
sttevni mikroflory pro zdravi vede v posledni dobé ke snaze pfiblizit u nekojenych déti
slozeni stfevni mikroflory co nejvice kojenym détem, a to piidanim prebiotik a probiotik
do stravy.

Cilem prace je vyvoj a pfiprava kombinovanych probiotickych a prebiotickych preparatt
obsahujicich vhodné kmeny mlécnych bakterii a probiotik ve stabilizované form¢ vcetné

ovéfeni jejich viability, stability béhem modelového traveni a dalSich biologickych G¢inkd.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Probiotika

Termin probiotikum je relativné nové slovo, které bylo odvozeno z feckého jazyka a znamena
,pro zivot“. V soucasné dobé se vyuziva k pojmenovani bakterii spojenych s pfiznivymi
ucinky na ¢lovéka a zvirata [1; 2].

Definice probiotik byla nejprve velmi uzka a vztahovala se vyhradné na zvitata.
V pribéhu c¢asu vSak podléhala historickému vyvoji. S pfichodem novych védeckych
poznatkl ze studia metabolismu bakterii a dalSich experimentti poukazujicich na roli, kterou
hraji mikroorganismy v lidském zdravi, bylo potieba stavajici definici rozsitit [2; 3]. Podle
Organizace pro vyzivu a zemédélstvi (FAO) a Svétové zdravotnické organizace (WHO) jsou
probiotika oznacovana jako zivé mikroorganismy, které pii podavani v pfiméfeném mnozstvi
pozitivné ovliviiuji zdravotni stav hostitele [1]. Probiotika jsou tedy smésné kultury nebo
monokultury Zivych mikroorganismd, které po aplikaci prospésné ovlivituji zdravi hostitele
tim, Ze upravuji slozeni jeho stfevni mikroflory [4].

Jednotlivé bakterialni kmeny mohou byt zafazeny mezi probiotika, jestlize spliuji
piislusna bezpeénostni a funkéni Kritéria souvisejici s jejich technologickou uzite¢nosti.
Bezpe¢nost bakterialniho kmene je definovana jeho pivodem a rezistenci na antibiotika.
Funkéni aspekty definuji jejich pteziti v gastrointestindlnim traktu. Probiotické kmeny musi
dale splnovat pozadavky spojené s technologii jejich vyroby. To znamend, ze musi byt
schopné zachovavat si svoji zivotaschopnost i béhem skladovani a distribuce. Zjednodusené
feCeno, bakteridlni kmeny musi byt zdravi prospé$né, netoxické, nepatogenni a rezistentni

pii pruchodu travicim traktem [4; 5; 6].
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Tabulka 1: Nejdilezitejsi pozadavky na probiotika [5]

Kritérium

PozZadované vlastnosti

Bezpecnost

Lidsky nebo zviteci pavod

Presna diagnosticka identifikace

Izolace z gastrointestinalniho traktu zdravych jedinct
Absence genti odpovédnych za rezistenci vii¢i antibiotikiim
Z4dné nezadouci uéinky

Funkce

Konkurenceschopnost ve stievnim ekosystému
Antagonisticky vliv vi¢i patogenim

Schopnost pfezivat, rist a byt metabolicky aktivni v travicim
Odolnost vu¢i enzymim i zalude¢nim a zlu¢ovym kyselindm
Schopnost adherence a kolonizace

Technologicka
pouzitelnost

Snadna produkce vysokého mnoZstvi biomasy a vysoka
produktivita

Stabilita béhem vyroby, skladovani a distribuce

Geneticka stabilita

Odolnost vii¢i bakteriofdgiim

Mezi probiotické mikroorganismy patfi laktobacily, bifidobakterie, streptokoky,
enterokoky, enterobakterie i nebakterialni organismy, jako je nepatogenni kvasinka rodu
Saccharomyces. Prehled kmenid nej¢astéji vyuzivanych probiotickych mikroorganismi je
uveden v Tabulce 2. Nejvice pouzivanymi probiotiky jsou kmeny zrodu Lactobacillus
a Bifidobacterium [4; 7].

Tabulka 2: Nejcasteji pouzivané probiotické kmeny [4; 7]

Laktobacily Bifidobakterie Ostatni druhy
L. acidophilus B. adolescentis Grampozitivni koky
L. brevis B. animals Enterococcus faecium
L. casei B. bifidum Lactococcus lactis
L. cellobiosus B. breve Leuconostoc mesenteroides
L. crispatus B. infantis Pedicoccus pentosaceus
L. curvatus B. longum Streptococcus thermophilus
L. delbruckii B. thermophilum Streprococcus diacetylactis
L. gallinarum Streprococcus intermedius
L. gasseri
L. fermentum Enterobakterie
L. paracasei E. coli
L. plantarum
L. reuteri Kvasinky
L. rhamnosus Saccharomyces boulardii
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Probioticky pfipravek musi ve své denni davce obsahovat urcité minimalni mnozstvi CFU
(CFU — Colony Forming Units, angl.), tedy jednotek tvoficich kolonie. Aby se u ¢loveéka
projevil pfiznivy u¢inek na zdravi, méla by denni ddvka probiotického produktu &init 10° az
10° CFU. Toto mnoZstvi je povazovano za minimalni u¢innou davku pro terapeutické

eely [7].

2.1.1 Strevni mikroflora

Strevni mikrofléra tvofi velmi dtilezitou ¢ast gastrointestinalniho traktu, ktery je kolonizovan
riznymi druhy mikroorganismt specifickymi pro kazdého jedince. Nejvetsi mnozstvi bakterii,
a to vice nez 99 %, zije v tlustém stfevé. Tlusté stievo je osidleno 102 CFU/g. Stfevni
mikrobiota ¢loveéka se sklada z vice nez 500 bakterialnich druhti a nékolika tisic bakteridlnich
kmend, coz predstavuje komplexni a velmi rozmanity ekosystém. Je tvofena pievazné
zastupci kmend Bacteroidetes (rod Bacteroides) a Firmicutes zahrnujici napiiklad rod
Lactobacillus, Clostridium a Enterococcus. Podstatné mensi zastoupeni maji kmeny
Proteobacteria, Fusobacteria, Actinobacteria, Veruccomicrobia, Cyanobacteria [7; 8; 9].
Stirevni mikroflora hraje zasadni roli pifi zachovani naSeho zdravi. Tento stifevni
mikrobialni ekosystém slouzi jako ochranna bariéra proti patogenim, zajiStuje stimulaci
imunitniho systému, vytvaii produkty mikroflory (kyselinu mléénou, propionovou, octovou
i maselnou) a syntetizuje n¢které vitaminy. Pro spravnou funkci stievni mikroflory musi byt

jeji bakterialni slozeni v kvantitativni rovnovaze [8].

2.1.1.1 Stievni mikroflora u déti

Pied narozenim ditéte je gastrointestinalni trakt plodu sterilni. K prvnimu osidleni dochazi ale
uz pii porodu ditéte, kdy je zahajena kolonizace prosttednictvim laktobacilti a bifidobakterii
nachazejicich se v porodnich cestach. V travicim traktu musi mikroorganismy nejprve
ptekonat kyselé¢ pH Zaludku a poté se za Zaludkem usidluji a vytvaii sttevni mikrofloru.
V piipadé, ze dité pfiSlo na svét cisaiskym fezem, nedoslo ke kontaktu s mikroorganismy
a sttevni kolonizace je opozdéna zhruba o 10 dni. Stievni trakt téchto déti je osidlovan
bakteriemi (stafylokoky, klostridiemi, E. coli) z okolniho prostfedi. Jiz po jednom mésici
zivota je jejich stfevni mikrofléra srovnatelna s mikroflorou déti narozenych vaginalni
cestou. [10; 11].

SloZeni stievni mikroflory je dale ovliviiovano zpisobem vyzivy ditéte (kojeni, uméla
vyziva). Optimalni vyzivou je kojeni, a to jak z hlediska nutricnich potfeb, tak i rozvoje

imunitni reaktivity Matefské mléko umoziuje optimalni kolonizaci GIT pomoci mensiho
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mnozstvi Sirokého spektra nepatogennich bakterii, jako jsou Lactobacillus, Staphylococcus,
Streptococcus a Bifidobacterium. Kojené déti proto jiz béhem prvniho tydne zivota vykazuji
vyS$si poCty bakterii nez déti nekojené. Pievladajicimi bakteriemi ve stfevech kojenych déti
jsou bakterie kmene Bifidobacterium [7; 12]. Naproti tomu nekojeny novorozenec Zziveny
umélou vyzivou ma stievni mikrofloru pestiejsi a komplexné&j$i. Tvofi ji klostridia,
bifidobakterie, enterobakterie, laktobacily, E. coli, streptokoky a bakteroidy [7; 10].

Po ukonceni kojeni a po pfechodu na smiSenou stravu je stievni mikrofloéra ve dvou letech
dité¢te velmi podobnd mikrofléte dospélého Clovéka. To je zpilsobeno zvySenim poctu
klostridii, bakteroidti a anaerobnich streptokokt [7; 10]. K nespravnému sloZeni stievni
mikroflory vSak dochazi u déti, které se narodily cisafskym fezem nebo kojeny vitbec nebyly.
To miZe zpusobovat problémy s imunitou, které se projevi Castou nemocnosti. V tomto
momenté prichdzi na fadu uméle podavana probiotika, kterd umoznuji vytvofeni rovnovahy

ve stievech a tim posileni imunitniho systému [12].

2.1.2 Mechanismus pusobeni probiotik

Mechanismus ucinku spo¢iva v tom, Ze probiotika produkuji rizné substance jako napiiklad
organické kyseliny, peroxid vodiku a bakteriociny. Tyto latky nasledné ptlisobi inhibi¢né
na grampozitivni a gramnegativni bakterie, ¢imz snizuji nejen pocet Zzivych bunék,
ale ovlivituji metabolismus bakterii a produkci toxini. Dals§i mechanismus je zalozeny
na adheraci. Cést probiotickych kmenti ma mimotadnou schopnost adherovat na stievni epitel,
a proto kompetitivni inhibici blokuji adhezni mista pro potencialn¢ patogenni bakterie.
Probiotika vyuzivaji také nutriety, které by vopaéném piipadé byly spotiebovany
patogennimi mikroorganismy [10]. Tento mechanismus ma dulezity efekt na zdravi hostitele.
Adheze probiotickych mikroorganismil k epitelidlnim buitkdm mulze navic vyvolat signdlni
kaskddu vedouci k imunologické modulaci. Pfipadné uvolnéni nékterych rozpustnych
komponent mize zpiisobit pfimou nebo nepiimou aktivaci imunologickych bunék. Tento
ucinek hraje duilezitou roli v prevenci a 1é¢bé nakazlivych chorob, jakoz i chronického zanétu
zazivaciho traktu nebo jeho ¢asti [5]. Néktera probiotika maji schopnost inhibovat produkci
bakterialnich toxind. Existuje také moZnd role probiotik pfi eliminaci rakovinotvornych

bungk [5; 10].

2.1.3 Charakteristika vybranych rodu probiotickych mikroorganismu

Z probiotickych kultur jsou nejcastéji vyuzivany bakterialni kmeny rodu Lactobacillus

a Bifidobacterium [7].
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2.1.3.1 Rod Lactobacillus

Jednd se o nesporulujici grampozitivni ty¢inky. Jsou mikroaerofilni nebo fakultativné
anaerobni. Vétsina druhti je schopna rist kolem 45 °C. Oznacuji se za bakterie mlé¢ného
kvaseni, jelikoz zkvaSuji glukdzu a laktdézu na kyselinu mléénou. Vedle této kyseliny, ktera je
hlavnim metabolickym produktem, mohou produkovat jesté znaéné mnozstvi kyseliny octové,
jantarové, ethanolu a CO. Podle produktti katabolického metabolismu rozdélujeme rod
Lactobacillus na homofermentativni mlécné bakterie, kam patii druhy L. acidophilus,
L. delbruckii, L. plantarum a na heterofermentativni obsahujici napiiklad L. casei,
L. fermentum a L. brevis [13]. Struktura kmene Lactobacillus acidophilus je zobrazena
na Obrazku 1.

roz§ifen v piirod¢ a na zkvasitelném materialu. Jeho druhy mizeme nalézt v mléce, v pudg,
na obili, travindch i jinych rostlinach. Dale také v Ustech a travicim traktu lidi

nebo zvitrat [13].

Obrazek 1: Lactobacillus acidophilus

2.1.3.2 Rod Bifidobacterium

Mikroorganismy rodu Bifidobacterium jsou anaerobni, nesporulujici, grampozitivni ty¢inky.
Maji velmi nepravidelny kokovity nebo kyjovity tvar az po dlouhé vétvené tyCinky. Nékteré
druhy jsou pfirozenou soucasti traviciho traktu dospélych jedinctl, kojencl i zvifat. Své
uplatnéni nasly Vv potravinaiském prumyslu pii pifipravé mléénych napoji s blahodarnymi
dietetickymi u¢inky [13].

Tento rod je charakteristicky tvorbou acetdtu a laktatu ze sacharidi, kdy dochazi

k soucasné produkci malého mnozstvi ethanolu, mravencanu a sukcinatu. Do tohoto rodu se
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fadi kmeny Bifidobacterium breve (Obréazek 2), Bifidobacterium longum a Bifidobacterium
thermophilum [7; 13].

Obrazek 2: Bifidobacterium breve

2.1.4 Vedlejsi u¢inky a mozna rizika spojena s konzumaci probiotik
Bézn€ pouzivana probiotika jsou povazovana za bezpecnd, jelikoZ musi spliiovat pfisna
kritéria. Ve vétSiné piipadi se jedna o nepatogenni komenzalni mikroorganismy. Podavani
prebiotik vSak muze byt doprovazeno vedlejSimi ucinky, jako je nadymani a flatulence [4].
Jelikoz je vSeobecné¢ zndmo, Ze probiotika podporuji zdravi a obnovuji pfirozenou
rovnovahu, mnozi se myln¢ domnivaji, ze s konzumaci probiotik nejsou spojena zadna rizika.
Je potieba si uvédomit, ze probiotika s sebou nesou urcité riziko, mezi které patii: 1) Alergie
na kvasinky; 2) Potencialni interakce s Iéky na piedpis; 3) Soub¢&zné uzivani bakterialnich
probiotik s antibiotiky nebo soub&Zzné pouzivani kvasinkovych probiotik s antimykotiky, coz
vede ke snizeni uc¢innosti probiotik; 4) Riziko vzniku fungémie, bakteriémie, meningitidy
nebo patogenni kolonizace u jedincd se snizenou imunitou; 5) Mozné zvySeni poétu kmend

rezistentnich na antibiotika [14].

2.1.5 Potraviny s probiotickou sloZkou

Probiotické mikroorganismy miizeme nalézt jak ve formé doplikl stravy, tak jako pfirozené
slozky potravin. V potravinaiském prumyslu jsou tyto bakterie mlé¢ného kvaseni vyuzivany
ve velkém mnozstvi. Cést z nich slouzi jako startovaci kultura v procesu fizeného kvaseni
napiiklad pti vyrobé syru nebo piva. Probiotika Ize zisk&vat také z potravin, jako jsou jogurty,

kefiry a jiné fermentované mlééné vyrobky, nakladana zelenina nebo kysané zeli [3; 15].
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2.2 Prebiotika

Prebiotika jsou definovana jako nestravitelné slozky potravin, které selektivné podporuji rust
nebo aktivitu jedné bakterie nebo omezeného poétu stievnich bakterii. Tato definice se
viceméné piekryva s definici vlakniny, s vyjimkou jeji selektivity pro ur¢ité druhy. Tato
selektivita byla prokdzéana u bifidobakterii, které mohou byt podporovany pozitim latek, jako
jsou fruktooligosacharidy a inulin, transgalaktosylované oligosacharidy a sdjové
oligosacharidy [4; 16].

Koncept prebiotik ma v podstaté stejny cil jako maji probiotika, a to zlepsit zdravi hostitele
modulaci sttevni mikrofléry pomoci jiného mechanismu [1]. Stejné jako v pfipadé probiotik,
i prebiotika musi spliiovat uréita kritéria, aby mohla byt za prebiotika viibec oznaovana.
Prebiotické substance musi byt latky rezistentni vici zaludeCnim kyselindm a vici
hydrolytickym enzymiim v travicim traktu. Naopak musi byt fermentovatelné stfevnimi
bakteriemi a dale musi selektivné stimulovat riist nebo aktivitu stfevnich bakterii, které maji
ptiznivy vliv na prospivani a zdravotni stav hostitele [17]. Prebiotikum musi byt schopné
odolat podminkdm zpracovani potravin a zistat nezménéné, nedegradované nebo chemicky
nezménéné a dostupné pro metabolismus stéevnich bakterii [5].

Jako prebiotika slouzi napfiklad ovoce (banany), zelenina (rajcata, artyCoky, cibule,
cesnek), obiloviny (zeleny jeCmen, pSenice) a dalsi jedlé¢ rostliny, které jsou zdrojem
sacharidii. Prebiotika jsou vyrabéna 1 uméle, piikladem jsou galaktooligosacharidy,
fruktooligosacharidy, cyklodextriny a laktuléza. NejpouzivanéjSimi a nejucinnéj$imi
prebiotiky ve vztahu Kk mnoha druhtim probiotik jsou fruktany, jako je inulin

a oligofruktoza [5].

2.2.1 Mechanismus pisobeni

Prebiotika jsou obsazena v ptirodnich produktech, ale mohou byt také ptidavana do potravin.
Utelem téchto piisad je zlepseni jejich nutriéni a zdravotni hodnoty. Tyto latky slouzi jako
médium pro probiotika, kdy stimuluji jejich rist a neobsahuji zadné mikroorganismy.
Prebiotika nejsou travena hostitelskymi enzymy a do tlustého stfeva se dostavaji prakticky
beze zmény, kde jsou fermentovany sacharolytickymi bakteriemi, napiiklad rodem
Bifidobacterium. Kone¢nymi produkty metabolismu sacharidl jsou pfevazné mastné kyseliny
s kratkym tetézcem (kyselina octova, maselna a propionova), které nasledné hostitel vyuziva
jako zdroj energie. Spotieba prebiotik do zna¢né miry ovliviiuje slozZeni stfevni mikrobioty

atakeé jeji metabolickou aktivitu [5]. Koneénym efektem je potlaceni ristu Skodlivych
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mikroorganismi a stimulace vlastni pfirozené mikroflory pozitivné ovliviiujici nutriéni stav

a obranyschopnost organismu [8].

2.2.2 Rostlinné materialy s potencionalnim prebiotickym t¢inkem

2.2.2.1 Matcha

Matcha je jemny prasek japonského zelené¢ho ¢aje (Camellia sinensis), ktery se pfipravuje
mletim Cajovych listk. Je péstovana ve stinu, coZ zvySuje syntézu biologicky aktivnich
sloucenin, véetné theaninu, kofeinu, chlorofylu a riznych typt katechint. Zeleny ¢aj obsahuje
¢tyfi hlavni katechiny: epikatechin, epikatechin-3-galat, epigalokatechin a epigalokatechin-3-
galat, ktery vynika svymi protirakovinnymi u¢inky. Matcha ma ve srovnani s jinymi ¢aji
dostupnymi na trhu vyjimecné vysoky obsah rutinu, kofeinu i zdravi prospé$nych latek, nebot’
jsou konzumovany cele listky [18; 19; 20]. Podrobnou analyzou byly v ¢aji detekovany i dalsi
fenolické slouceniny jako kyselina gallova, kyselina p-hydroxybenzoova, kyselina
vysokému obsahu antioxidantl a protizanétlivych latek [18]. Diky konzumaci celych
cajovych listkii je matcha velmi U¢innd pii detoxikaci organismu a také pii posileni

imunitniho systému [20].

2.2.2.2 Moringa

Jedné se o strom pochazejici z Indie, ktery se postupné rozsitil do mnoha zemi tropickych
a subtropickych oblasti, napiiklad do Stfedni a Jizni Ameriky, Afriky a jihovychodni Asie.
Nejznaméjsim druhem moringy je moringa olejodarna (Moringa oleifera), ktera je zobrazena
na Obrazku 3. Moringa je nenaro¢na rostlina. Je odolna vi¢i nemocem a Skidcim, a dobie
snasi dlouha obdobi sucha. Kazda ¢ast tohoto stromu (listy, kvéty, klra, koteny, pryskyfice,
semena) je pro nas uzite¢nd a ma i lé¢ivé ucinky. Moringa je vSak péstovana zejména pro své
listy, lusky a jejich jadra, ktera slouzi k extrakci oleje a k ¢isténi vody. Prasek z jader lusku je
schopen na sebe navazat prachové Castice ve vodé, které nasledné klesaji ke dnu. Neékteré
studie dokonce uvadi, Ze timto zptisobem lze z vody odstranit 95 az 99 % bakterii [21; 22].
Listy jsou bohatym zdrojem vitaminu A, Bi, B2, Bs, C, D i E a také minerald jako hoi¢iku,
drasliku, zeleza, manganu, vapniku a fosforu. Dale obsahuji vysoké mnozstvi chlorofylu,
bilkovin a polyfenoli. Moringa obsahuje mnohé fenolické slouceniny jako rutin, kyselinu
gallovou, kyselinu chlorogenovou a kvercetin, které ptisobi rovnéz jako antioxidanty [21; 23].
Listy moringy se Casto susi a drti na jemny prasek. Tento prasek obsahuje 25x vice zeleza nez

Spenat, 17x vice vapniku nez mléko, 15x vice drasliku nez banany a 7x vice vitaminu C nez
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pomerance. Jak jiz bylo zmin€no, moringa ma vyznamné 1é¢ivé ucinky. Vyuziva se napiiklad
pfibolestech hlavy, o¢nich infekcich, horeckach, zéanétech, zaludecnich kiecich

nebo pro stabilizaci vysokého krevniho tlaku [21; 22].

Obréazek 3: Moringa olejodarna [23]

2.2.2.3 Mlada pSenice

Jedné se o0 vyhonky pseni¢né rostliny Triticum aestivum, které se také oznacuji jako pSeni¢na
trava (Obrazek 4). Semena pSenice kli¢i 6 az 10 dnid. Béhem této doby dochazi k vyraznym
zménam nutriéniho profilu v riznych fazich rustu trav. V procesu kli¢eni dochazi k syntéze
dulezitych slouéenin, jako jsou vitaminy a fenoly [24; 25]. Narostla mlada trava pSenice se
poté odstaviiuje nebo susi na prasek pro lidskou i zvifeci spotiecbu [25]. Mlada psenice
obsahuje smés enzymu, vitamint, antioxidantd a mineralnich latek, diky kterym ma pozitivni
vliv na lidsky organismus [22]. PSenice je tedy bohatym zdrojem snadno vstiebatelnych Zivin
Vv idealnich vzdjemnych pomeérech, a navic ma prokazatelné antioxida¢ni a antimutagenni
vlastnosti. PSeni¢né vyhonky obsahuji velké mnozstvi latek s protirakovinnym ucinkem,
pomahaji detoxikovat karcinogeny ztéla, maji pozitivni vliv na imunitu a diky
antioxida¢nimu piisobeni pomahaji chranit DNA bun€k pfed poniCenim volnymi radikaly.
Diky obsahu zeleného barviva chlorofylu, ktery je svoji strukturou velmi podobny
hemoglobinu, m4d mladd pSenice pozitivni vliv na krvetvorbu a schopnost krve piendset
kyslik [26]. V porovnani s jinymi zelenymi potravinami jsou pravé pSenici pii¢itdny
nejrozsahlejsi priznivé ucinky na cely gastrointestindlni trakt, coZ znamend, Ze pusobi
ptiznive pii prijmu i zacpé [22]. PSenice je bohata na vitamin C, E a B-karoten. Z fenolickych

latek obsahuje kyselinu ferulovou, vanilovou, sinapovou, kdavovou a kumarovou [25].
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Obréazek 4: Mlada psenice [24]

2.2.2.4 Milady jeCmen

vvvvvv

listy jeCmene jsou nejlepsi funkéni potravinou, kterd poskytuje vyzivu a zaroven eliminuje
toxiny z bune¢k v lidském organismu [27]. Mlady jeCmen se z hlediska zastoupeni
jednotlivych zivin velmi podoba vyhonkiim pSenice, které jsou popsany v kapitole 2.2.2.3.
Lisi se vSak mnoZstvim nékterych latek. V zelenych listech jeCmene muzeme najit veétsi
mnozstvi minerald, a to 37x vice vapniku, 25x vice drasliku, 5x vice Zeleza, 2x vice hot¢iku
a fosforu [26]. Z vitamini obsahuje vitamin C, E, B-karoten a komplex vitamint B [22].
Mlady je¢men je také bohaty na fenolické latky i flavonoidy, a to pfedevS§im na saponarin
a kyselinu ferulovou. Je¢men je dale dobrym zdrojem funk¢nich slozek, jako jsou alkaloidy,
polysacharidy, tryptofan, kyselina gama-aminomaselna nebo chlorofyl [27]. Diky obsahu
chlorofylu a Zeleza pomaha mlady je¢men V 1é¢bé anémie [22]. Zeleny je¢men podporuje
spanek, reguluje krevni tlak, posiluje imunitu a dodava energii. Déile md pfiznivy vliv
na alergie, kozni nemoci, srdecné cévni choroby, nddorovd onemocnéni, nadviahu, diabetes

a mnoho dalsich [22; 26; 27].

2.2.2.5 Chlorella

Chlorella neboli Chlorella vulgaris je sladkovodni fasa, ktera se fadi k nejstar$im organismiim
na Zemi. Jeji nazev je odvozeny od chlorofylu, protoze obsahuje nejvice tohoto zeleného
barviva z celé rostlinné fiSe. Chlorella je bohatym zdrojem proteint, které tvoii zhruba 60 %
jeji hmotnosti. Obsahuje nejen vsechny esencialni aminokyseliny, ale i vitaminy, mineraly,
vlakninu, kyselinu gallovou, rutin, ribonukleové kyseliny, antioxidanty a zcela unikatni

komplex latek oznatovany CGF (rustovy faktor chlorelly), ktery napomaha k rychlému
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a zdravému rastu déti a mlad’at. Chlorella mé diky svému jedine¢nému slozeni ptiznivy vliv
pfi 1é¢bé mnoha nemoci, jako je anémie, artrza, diabetes a kvasinkova infekce. Dale

napomaha vyluc¢ovat skodliviny, podporuje bunéény rust a zpomaluje starnuti [22; 26].

2.2.2.6 Spirulina

Jedna se o sladkovodni sinici, jejiz nazev byl odvozen od spirdlovitého tvaru, ktery zaujimaji
namnoZené kolonie bundk. Radi se mezi modrozelené fasy, jelikoz kromé chlorofylu obsahuje
i modré barvivo fytocyanin. Spirulina ma vysokou vyzivovou hodnotu. Ta je zpiisobena
vysokym podilem bilkovin a absenci celul6zy v bunééné sténé, coz usnadiuje vstiebavani
zivin. Stejné jako u chlorelly je podil bilkoviny ve spiruliné nejvy$si ze vSech Zivych
organismll a pohybuje se vrozmezi 50 aZ 70 %. Proteiny jsou dllezité nejen pro stavbu
enzymd, ale i pro tvorbu svaloviny. Dale obsahuje vysokou koncentraci vitamind, minerald,
sacharidt, enzymu a dalsich slozek. Z fenolickych latek obsahuje kyselinu gallovou, katechin
a kyselinu salicylovou. Spirulina ma schopnost podpofit nardst poctu Cervenych krvinek,

zvy$uje imunitu a zmirfiuje projevy alergii [22; 26].

2.3 Synbiotika

Termin synbiotikum se pouziva, jestlize vyrobek obsahuje jak probiotika, tak prebiotika.
Pokud je symbioticky vztah zamyslen, mél by byt védecky ovéfen. Zivy mikrobialni kmen se
dava do kombinace s prebiotikem, které je pro néj specifické. Piikladem je

fruktooligosacharid s kmenem bifidobakterie a laktikol v kombinaci s laktobacilem [1; 10].

2.4 Détska vyziva

Vyziva je jednim z vyznamnych faktort, které ovliviiuji rast a vyvoj ditéte od narozeni az
do dospélosti. Nenahraditelnou funkci ve vyzivé déti ma matetské mléko, které ma ptiznivé
nutri¢ni @ imunologické vlastnosti. Uvadi se, Ze vSechny déti by mély byt kojeny do 6 mésict.
Po této dobé by mélo kojeni pokracovat do 2 let veéku ditéte s postupnym zavadénim
nemlééného piikrmu [10].

V Kkojeneckém obdobi roste potieba energie vice nez dvakrat, kdezto v dalich letech se
zvySuje zhruba o 10 % za rok. Béhem prvniho roku Zivota se ze strany déti za¢ina projevovat
zajem 0 mnohem §ir$i spektrum potravin [28]. Soucasné je dobré mit na paméti, Ze spotieba
tukli je do dvou let vysoka a neni nutné piijem néjakym zplsobem omezovat. Pfi vybéru

stravy musime upfednostiiovat takové potraviny, které jsou bohatym zdrojem vapniku, Zeleza,
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zinku a vitaminti B6, B12 a D. Po dosaZeni v€ku dvou let je doporu¢ovano, aby energeticky
podil tukd nepiesahoval 30 % [29].

V obdobi od 1,5 roku do 3 let je pro déti uréena strava batolat. Jejich vyziva mé obsahovat
jidla snadno stravitelnd a m&kka, nenaro¢na na kousani. Strava ma byt biologicky hodnotna
a pestra. Zaroven by méla spliiovat pozadavky na racionalni détskou vyzivu [29].

Vyrobky uréené détem do 3 let veéku, které byly dovezené nebo vyrobené musi spliovat
hygienické pozadavky provadéciho pravniho predpisu, vyhlasky MZ ¢. 84/2001 Sb.,
0 hygienickych pozadavcich na hracky a vyrobky pro déti do 3 let. Také by mél spliiovat
pozadavky na sloZeni a oznaCeni vyrobki dané vyhlaskou 54/2004 Sb. Dané vyrobky musi
vyhovovat poZadavkim =z hlediska sloZeni, vlastnosti, mikrobiologické ¢&istoty a nesmi
zpusobit poskozeni zdravi [30].

Déti predskolniho vé€ku (od 3 do 6 let) by mély jist v menSich porcich a n€kolikrat denné,
jelikoz maji malou kapacitu zaludku a velmi sttidavou chut’ k jidlu. V tomto véku by dité

mélo jist az Skrat denné. Svacina by méla tvofit vyznamnou ¢ast jako hlavni jidlo [10].

2.4.1 Détské vyrobky obohacené o probiotika a prebiotika

Probiotické preparaty rozeznavame jednoslozkové a viceslozkové podle toho, zda obsahuji
jeden nebo vice kmentl. Vétsina probiotickych a prebiotickych preparati je v Ceské republice
do ob&hu uvadéna jako potravinovy doplnék. Toto oznafeni zhorSuje pichlednost na trhu
Ve srovnani se situaci, kdy by se jednalo o registrované 1é¢ivo [31]. V USA ani v EU dosud
probiotika nemaji platny status 1é¢iv nebo zdravotni potvrzeni. V Ceské republice se pouZiti
probiotik vymezuje Vyhlaskou ¢. 446/2004 Sb. [32]. Ta stanovuje pozadavky na dopliky
stravy a na obohacovani potravin potravnimi dopliky.

Détské dopliiky stravy s obsahem probiotik a prebiotik se na trhu vyskytuji ve formé
prasku, kapsli, tablet nebo kapek [33].

Prebiotika jako fruktooligosacharidy nebo galaktooligosacharidy jsou pfidavany naptiklad
do umélych kojeneckych vyziv. 1 kdyz zde uplné nenahradi mateiské oligosacharidy, maji

alespon vliv na podporu bifidobakterii ve stteve [34].

2.5 Vyznam probiotik v prevenci a 1é¢bé détskych nemoci

2.5.1 Prijmova onemocnéni spojena s uZivanim antibiotik
Nejcastéjsim vedlejsim ucinkem antibiotické terapie je prijem. V kojeneckém a batolecim

véku se projevuje u 8-30 % pacienti. Studie ukazaly, Ze probiotika jsou ucCinnym
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prosttedkem v prevenci prijmového onemocnéni. Nejcastéji byly vyuzivany kmeny

Bifidobacterium lactis, Lactobacillus rhamnosus a Saccharomyces boulardii. [4; 7].

2.5.2 Alergicka onemocnéni

Alergickymi onemocnénimi trpi asi 20 % populace. Jak bylo zjisténo, alergie doprovazi
zmény slozeni stievni mikroflory tésn€ po narozeni, kdy je absence bifidobakterii a naopak
prevlada vyskyt klostridii. Velké mnozstvi studii je zaméfeno na probiotické bakterie. Ty
ukazuji, ze probiotika napomahaji vyvoji imunitniho systému uz v kojeneckém obdobi
a zaroven zlepSuji slizniéni bariéru. Po narozeni byl snizen vyskyt alergii, a to az

do dvanactého roku zivota, pomoci aplikace nepatogenni E. coli [34; 35].

2.5.3 Intolerance laktézy

Laktozova intolerance je zpusobena omezenou funkci enzymu B-galaktosidazy. To se projevi
neschopnosti $té€pit laktozu na monosacharid glukozy a galaktézy. Po konzumaci mléka
a jinych mlécnych vyrobkii se intolerance laktdézy projevi bolestmi bficha a prijmem.
Vychodiskem je poziti probiotickych bakterii, které sami o sob& obsahuji enzym [-
galaktosidazu. Pomoci tohoto enzymu $tépi laktozu v tlustém stievé a zlepSuji toleranci

laktozy [10; 36].

2.5.4 Nadorova onemocnéni

U nadorovych onemocnéni se uvadi, ze L. rhamnosus a Bifidobacterium animalis maji
pozitivni vliv na biomarkery spojenymi s timto onemocnénim. Do patogeneze karcinomu
byva zapojen Bacteroides, Streptococcus bovis a Helicobacter pylori. Laktobacily
a bifidobakterie naopak tento proces inhibuji a je nutné zminit, ze Vtomto piipadé maji

probiotika spiSe preventivni, nez terapeuticky uéinek [34].

2.5.5 Nespecifické stievni zanéty

Pfi¢ina tohoto onemocnéni je zatim nezndma. Nejpravdépodobnéjsi teorii je dysregulace
imunitni odpoveédi na bézné bakteridlni antigeny. Ptredpokladéd se, Ze modulaci komenzalni

sttevni mikroflory miizeme snizit zanétlivou odpoveéd’ [4].

2.6 Enkapsulace

Enkapsulace neboli zapouzdieni je proces, kdy dochazi k obaleni biologicky aktivnich latek
ochrannou membranou. Tento proces se hojné vyuziva V potravinaiském pramyslu

pro zlepSeni dodéavani bioaktivnich molekul (naptiklad antioxidantli, minerdld, vitamint,
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ale i probiotik) do potravin. Vyrobené c¢astice maji vétSinou prumér od nékolika nm az
do n¢kolika mm. Cilem enkapsulace je zachovat stabilitu bioaktivnich slou¢enin béhem
Zpracovani nebo skladovani. Bioaktivni potravinaiské slouceniny jsou vétSinou
charakterizovany rychlou inaktivaci. Zapouzdieni téchto sloucenin je prospésné z divodu
zpomaleni degradaénich procest (naptiklad oxidace nebo hydrolyzy) a zabranéni degradace

do doby doruceni produktu na pozadovana mista [37].

2.6.1 Materialy pro enkapsulaci

Materidly vyuzivané k zapouzdfovani musi byt biologicky rozlozitelné a schopny vytvofit
bariéru mezi vnitini fazi a okolnim prostfedim. K enkapsulaci se vyuzivaji napiiklad
bilkovinné (Zelatina, lepek, kasein), lipidové (mastné kyseliny, vosky, glyceridy a fosfolipidy)
a polysacharidove materialy. Mezi polysacharidové materialy pro potravinarské aplikace patti

alginat, ktery byl vyuzit i v experimentalni ¢asti [37].

2.6.2 Alginat

Alginat je linearni polysacharid skladajici se ze zbytkl a-L-guluronové a B-D-mannuronové
kyseliny spojenymi 1-4 vazbami. Alginat je ve vodé rozpustny. Je extrahovan z hnédych
mofskych fas (Phaeophycaea), ale je mozné ho ziskat i produkci bakteriemi Azotobacter nebo
Pseudomonas. Své uplatnéni nasel ve farmacii i v potravinafstvi. Alginatové ¢astice lze ziskat
induk¢énim gelovaténim s vapenatymi ionty. Pro pfipravu Castic se vyuziva technika extruze,

kdy je hydrokoloidni roztok vytla¢ovan do lazné€ obsahujici srazeci roztok [38].
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3 CILPRACE

Cilem préace je ptipravit slozku potravy s obsahem smési probiotickych bakterii a prebiotik

vhodnou jako ptidavek do vyrobki pro détskou vyzivu.

V ramci této diplomové prace byly feseny nasledujici dil¢i tkoly:

literarni reSerSe zaméfena na charakterizaci probiotickych bakterii, jejich biologickych
ucinkt a na détské vyrobky obohacené o probiotika a prebiotika

optimalizace kultivace, zpracovani a stabilizace probiotik
analyza probiotik ve vybranych vyrobcich pro détskou vyzivu

vliv rlznych typt prebiotik na viabilitu probiotik, stabilizace kombinovanych
preparatl

vyhodnoceni a diskuze vysledk
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité chemikalie

ABTS — Sigma-Aldrich (SRN)

Acetonitril — Honeywell (SRN)

Alginat sodny — Sigma-Aldrich (USA)
Dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat — p.a., Lach:Ner (CR)
D-gluk6za monohydrat — p.a., Lach:Ner (CR)

Epikatechin — Sigma-Aldrich (SRN)

Epikatechin galat — PhytoLab (SRN)

Ethanol 96% — p.a., PENTA (CR)

Fenol — p.a., Lach:Ner (CR)

Folin- Ciocalteau ¢inidlo — VWR Chemicals (F)

n-Hexan pro HPLC — p.a., PENTA (CR)
Hydrogenarseni¢nan sodny heptahydrat — Sigma-Aldrich (IND)
Hydrogenuhli¢itan sodny — p.a., PENTA (CR)
Hydrogenfosfore¢nan disodny dodekahydrat — Lach:Ner (CR)
Chlorid vapenaty dihydrat — p.a. Lachema (CR)

Katechin hydrat — Sigma-Aldrich (SRN)

Kofein — Sigma-Aldrich (SRN)

Kyselina ferulova — Sigma-Aldrich (SRN)

Kyselina gallova monohydrat — Sigma-Aldrich (SRN)
Kyselina chlorogenova — Sigma-Aldrich (SRN)

Kyselina chlorovodikova 35% — p.a., Lach:Ner (CR)
Kyselina kdvova — Sigma-Aldrich (SRN)

Kyselina kumarova — Sigma-Aldrich (SRN)

Kyselina sinapova — Sigma-Aldrich (SRN)

Kyselina sirova 96% — Lach:Ner (CR)

Kyselina trifluoroctova 99% — Lach:Ner (CR)

Methanol pro HPLC — Sigma-Aldrich (SRN)

Molybdenan amonny tetrahydrat — Lach:Ner (CR)
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MRS Broth médium — Himedia (IND)
Pankreatin — Sigma-Aldrich (SRN)

Pepsin — Sigma-Aldrich (SRN)

Peroxodisiran draselny — p.a., Lach:Ner (CR)
Propidiumjodid — eBioscience (USA)

Rutin hydrat — Sigma-Aldrich (SRN)
Saponarin — PhytoLab (SRN)

Siran méd’naty pentahydrat — Lach:Ner (CR)
Siran sodny bezvody — Lach:Ner (CR)

Trolox — Sigma-Aldrich (SRN)

Uhli¢itan sodny bezvody — p.a., PENTA (CR)
Vinan sodno-draselny tetrahydrat — p.a., Lachema (CR)

Zlu¢ové soli — smés kyseliny cholové a deoxycholové, Sigma-Aldrich (SRN)

4.2 Pouzité pristroje a pomucky

Analytické vahy, Boeco (SRN)

BéZné laboratorni sklo

Centrifuga - U-32R, Boeco (SRN)

Centrifuga vysokorychlostni chlazena Z36HK — Hermle (SRN)
ELISA Reader ELx808, BioTek (SRN)

Enkapsulator B-395 Pro — Biichi (S)

Laminarni box Aura mini — BioAir (1)

Lyofilizator FreeZone, Labconco (USA)

Magneticka michac¢ka, Lavat (CR)

Opticky mikroskop Intraco Micro LM 666 PC/oco LED s kamerou AM 4023T (CR)
Pratokovy cytometr NL-2000, Cytek Biosciences (NL)
Ptedvazky Ohaus ScoutPro (USA)

Sestava pro HPLC/UV-VIS, Thermo Fisher Scientific (CR)
Spektrofotometr — NanoPhotometr UV/VIS, IMPLEN (SRN)
Temperovana tfepacka, Heidolph Inkubator 1000 (SRN)

Termostat INCU-Line, VWR (USA)
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4.3 Pouzité probiotické kultury

V experimentalni ¢asti prace byly testovany probiotické bakterialni kultury Lactobacillus
acidophilus CCM 4833, Lactobacillus casei CCM 4798 a Bifidobacterium breve CCM 7825T.
Viechny tyto kultury pochazely z Ceské sbirky mikroorganisméi Masarykovy univerzity

V Brné.

4.4 Pouzité probiotické dopliiky stravy pro déti
K testovani probiotickych doplikt stravy byly vyuzity komeréni probiotické preparaty
ve formé kapek a prasku, které z hlediska sloZeni bakterialni kultury nejvice odpovidaly

YV w

testovanym kmentm. Probiotické preparaty jsou bézné dostupné v lékarnach.

SN NOVINKA
PRO KOJENCE SNADNE DLOUHA

AMALE DETI PODAVANI POUZITELNOST > -
- & NATUREVIA

1 . ' 3QIRON
LAKTOBACILKY

° .
PROBIOTIKA A PREBIOTIKA Osmobiotic
Nové sacky k vysypani mﬂ"f‘mm F A

[

Obrézek 5: Pouzité probiotické dopliiky stravy pro déti. Zleva: LAKTOBACILKY BABY sacky,
OSMOBIOTIC FLORA BABY kapky.
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441 LAKTOBACILKY BABY sa¢ky

Tento probioticky ptipravek ve formé prasku od znacky Swiss NatureVia je vhodny pro déti

jiz od narozeni. Slozeni tohoto dopliiku stravy je uvedeno v Tabulce 3.

Tabulka 3: Slozeni probiotického doplitku stravy LAKTOBACILKY BABY sdacky

Mnozstvi v denni davce
(1 sacek)

SloZeni

Lactobacillus rhamnosus 45 %
Lactobacillus acidophilus 15 %
Bakterialni kultura | Lactobacillus casei 15 % 1,00-10° CFU
Bifidobacterium infantis 15 %
Bifidobacterium bifidum 10 %
Prebiotikum Fruktooligosacharidy 36,00 mg

Dal$imi sloZzkami je maltodextrin a kukufiény skrob.

442 OSMOBIOTIC FLORA BABY kapky

Jedna se o doplnék stravy znacky Boiron uréeny pro déti od 1 mésice. Obsahuje 2 bakterialni
kmeny, které byly zpracovany pomoci technologického postupu mikroenkapsulace
(viz Tabulka 4).

Tabulka 4. Slozeni probiotického doplitku stravy OSMOBIOTIC FLORA BABY kapky

SloZeni Mnozstvi v denni davce
(5 kapek)
Bakteridln{ kultura Lactobacillus casei 2,50-108 CFU
Bifidobacterium breve 2,50-108 CFU

DalSimi slozkami je maltodextrin a kukuficny ole;j.

4.5 Pouzité prebioticke produkty

Pro piipravu rostlinnych extraktii S moZznym prebiotickym U¢inkem bylo pouZzito 6 praska
superpotravin, které byly zakoupeny ve specializovanych prodejnach se zdravou vyZzivou
(viz Tabulka 5).
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Tabulka 5: Prebiotické produkty

Vzorky Vyrobce

Matcha Matcha Tea

Moringa Zdravy den®

Mlada psenice Les Fruits du Paradis
Mlady je¢men Les Fruits du Paradis
Chlorella Natu

Spirulina Natu

Vybrané vzorky jsou bohatym zdrojem vlakniny, antioxidantti, chlorofylu, vitamina

a mineralnich latek.

4.6 Priprava extrakti

Z vybranych superpotravin byly pfipraveny vodné a ethanolové extrakty. Rostlinné extrakty
byly ptipraveny 24hodinovou extrakci 1 g rostlinného prasku v 10 ml destilované vody
nebo 20% ethanolu.

Obrézek 6: Vzorky rostlinnych extraktii. Zleva: extrakt z matchy, extrakt z moringy, extrakt z mladého
jecmene, extrakt ze spiruliny, extrakt z mladé psenice, extrakt z chlorelly.

4.7 Charakterizace extraktu

Ptipravené rostlinné extrakty prebiotickych produkta byly charakterizovany z hlediska
celkového obsahu sacharidi, redukujicich sacharidd, celkovych fenolickych latek,

jednotlivych fenolickych latek a antioxidacni aktivity.
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4.7.1 Stanoveni sacharidu

Celkovy obsah sacharidii i obsah redukujicich sacharidii byl stanoven spektrofotometricky.

Standardem pro sestrojeni kalibra¢ni zavislosti je v obou piipadech glukoza.

4.7.1.1 Stanoveni celkovych sacharidiit metodou dle Duboise

Tato metoda je zalozena na dehydrataci sacharidi koncentrovanou Kyselinou sirovou
a nasledné kondenzaci vzniklého furfuralu s fenolem za vzniku barevnych kondenza¢nich
produktt, které Ize stanovit spektrofotometricky [39].

Do zkumavky s1 ml analyzovaného vzorku byl pifidan 1ml 5% fenolu a 5 ml
koncentrované H2SO.. Obsah zkumavky byl pomoci vortexu promichan a ponechan 30 minut
stat pfi laboratorni teploté. Poté byla zméfena absorbance zbarveného roztoku pii vinové
délce 490 nm oproti blanku, kde byla misto vzorku pfidana destilovana voda. Kazdy vzorek
byl analyzovan tfikrat a ze ziskanych hodnot byl vypocten primér i1 smérodatna odchylka.
Ze standardniho roztoku gluko6zy byla ptipravena kalibrani fada v koncentratnim rozmezi
0d 0,02 do 0,1 mg/ml. Koncentrace neznamych vzorka byla vypoctena z rovnice regrese
ziskané sestrojenim grafu kalibracni zavislosti absorbance na koncentraci.

y =9,041x 1)
R? = 0,999

4.7.1.2 Stanoveni redukujicich sacharidit metodou dle Somogyi-Nelsona

Tato metoda je zaloZzena na redukci médnatych soli. Vznikajici médnatd sul vytvari
s Nelsonovym ¢inidlem modrozeleny komplex, ktery se pak stanovi spektrofotometricky [39].

Do zkumavky byl napipetovan 1 ml vzorku a 0,5 ml Somogyi-Nelsonova ¢inidla I a II.
Roztok byl na 10 minut umistén do vrouci lazné a nasledné byl tekouci vodou ochlazen
na laboratorni teplotu. K ochlazenému roztoku bylo ptidano 0,5 ml Somogyi-Nelsonova
¢inidla III. Vylouceny Cu20 byl dikladné rozpustén promichanim na vortexu a cely roztok
byl poté doplnén destilovanou vodou na celkovy objem 10 ml. Nasledn¢ byla proméiena
absorbance pifi vinové délce 720 nm oproti blanku, kterym byla destilovand voda.
Ze standardniho roztoku gluk6zy byla pfipravena kalibra¢ni fada v koncentracnim rozmezi
od 0,002 do 0,01 mg/ml. Koncentrace neznamych vzorkd byla vypoctena z rovnice regrese
ziskané sestrojenim grafu kalibra¢ni zavislosti absorbance na koncentraci.

y = 21,565x (2
R? = 0,990
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4.7.1.3 P¥iprava roztokii pro stanoveni redukujicich sacharidit dle Somogyi-Nelsona

Somogyi-Nelsonovo ¢inidlo I
Ve 100 ml destilované vody bylo rozpusténo 12 g uhli¢itanu sodného, 8 g hydrogenuhlic¢itanu

sodného a6 g vinanu sodno-draselného. 72 g siranu sodného bylo rozpusténo v 300 ml

destilované vody. Oba roztoky byly nasledné smichany.

Somogyi-Nelsonovo ¢inidlo 1T
4 g pentahydratu siranu méd’natého byly smichany s24 g siranu sodného. Smés byla

rozpusténa v 200 ml destilované vody.

Somogyi-Nelsonovo ¢inidlo ITI
Ve 450 ml destilované vody bylo rozpusténo 25 g molybdenanu amonného. Do roztoku bylo

ptidano 21 ml koncentrované kyseliny sirové. 3 g heptahydratu hydrogenarseni¢nanu sodného
byly rozpustény v 25 ml destilované vody. Oba roztoky byly smichany a ponechany 48 hodin

ve tmé pfi laboratorni teploté.

4.7.2 Stanoveni celkovych fenolickych latek

Celkova koncentrace polyfenoli se stanovuje spektrofotometricky po reakci Follin-
Ciocaltautova ¢inidla se vzorkem, kdy se proméfi intenzita zbarveni roztoku. Standardem
pro sestrojeni kalibracni zavislosti je kyselina gallova.

K 1 ml Follin-Ciocaltautova c¢inidla zfedéného vodou v poméru 1:9 byl pfidan 1 ml
destilované vody a 50 pl vzorku. Obsah zkumavky byl pomoci vortexu promichan a ponechan
5 minut stat pii laboratorni teploté. Poté byl do zkumavky pfidan 1 ml nasyceného roztoku
uhli¢itanu sodného. Po opétovném promichani byl roztok ponechan 15 minut pfi laboratorni
teploté. Nasledné byla zméfena absorbance roztoku pii vinové délce 750 nm. Kazdy vzorek
byl analyzovan tfikrat a ze ziskanych hodnot byl vypocten primér i smérodatnd odchylka.
Ze standardniho roztoku kyseliny gallové byla pfipravena kalibra¢ni fada v koncentracnim
rozmezi od 0,1 do 0,7 mg/ml. Koncentrace nezndmych vzorkti byla vypoctena z rovnice
regrese ziskané sestrojenim grafu kalibra¢ni zavislosti absorbance na koncentraci.

y =1,597x (3)
R? = 0,994

4.7.3 Stanoveni jednotlivych fenolickych latek pomoci HPLC s UV-VIS detekci

Jednotlivé vybrané fenolické latky byly stanoveny pomoci vysokoucinné kapalinové

chromatografie s UV/VIS detekci. Sledovanymi fenolickymi latkami byly: epikatechin,
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epikatechin galdt, katechin, kofein, kyselina ferulova, Kkyselina gallova, kyselina
chlorogenovd, kyselina k&vova, kyselina kumarova, kyselina sinapovd, rutin a saponarin.
Standardy téchto latek byly rozpustény v methanolu, nafedény v koncentraénim rozmezi
0,25-0,01 mg/ml a proméfeny spole¢né s analyzovanymi vzorky. Piipravené vodné
a ethanolové extrakty bylo nutno pifed méfenim piedistit pridavkem hexanu v poméru 1:1.
Po protfepani byl ve stejném poméru do smési pridan 70% methanol, ktery byl nafedén Mili-
Q vodou. Po dalsim protfepani byla ze smési odebrana vodna cast, ktera byla nasledné
prefiltrovana ptes nylonovy filtr s velikosti pori 0,45 um. VSechny vzorky byly nejprve 3x
ziedény demineralizovanou Mili-Q vodou, odpipetovany do vialek a nasledné umistény
do autosampleru HPLC.

Pro analyzu byl vyuzit nastiik vzorku 0 objemu 20 ul. Déleni smési probihalo na koloné
Kinetex F5 (2,6 um, 4,6 x 150 mm) pti 35 °C. Mobilni fazi tvofila smés 0,1% vodného
roztoku kyseliny trifluoroctové a acetonitrilu v poméru 90:10 s postupnou gradientovou eluci
na pomér 30:70, jejiz prutok byl nastaven na 0,4 ml/min. VVzorky byly detekovany na UV/VIS
detektoru pii vinové délce 260 nm a 280 nm. Analyza probihala 30 minut. Namétena data
byla zpracovana pomoci programu Chromeleon. Ze ziskanych chromatogramu byly zjistény
plochy piku. Pro kvantitativni stanoveni koncentrace vybranych fenolickych sloucenin byly
ze standardli sestrojeny kalibra¢ni kiivky, diky nimz bylo mozné vypocitat zastoupeni
vybranych flavonoida v jednotlivych vzorcich. Kalibra¢ni kiivky nékterych fenolickych latek

jsou uvedeny v Ptiloze 1.

Tabulka 6: Rovnice kalibracnich krivek vybranych fenolickych sloucenin

Epikatechin y = 994,3x iKyseIina chlorogenova y = 767,9x

Epikatechin galat y = 1761,4x iKyseIina kavova y = 4280,4x
Katechin y = 2924,3x iKyseIina kumarova y = 47059x
Kofein y =6016,3x iKyseIina sinapova y = 1944,7x
Kyselina ferulova y = 4610,7x iRutin y = 2180,8x
Kyselina gallova y = 4274,4x iSaponarin y = 2602,0x

i
4.7.4 Stanoveni antioxidac¢ni aktivity
Ke stanoveni antioxida¢ni aktivity se vyuziva ¢inidlo ABTS™. Standardnim roztokem
pro sestrojeni kalibraéni zavislosti je trolox.

ABTS byl rozpustén v destilované vodé na koncentraci ¢ =7 mmol/l. Pro ziskani
radikdlového kationtu byl roztok smichan s 2,45 mmol/l peroxodisiranem draselnym

33



a ponechan ve tmé nejméné 12 hodin. Roztok ABTS bylo tfeba pfed samotnym méfenim
nafedit 96% ethanolem na hodnotu absorbance pfiblizné 0,700 pfi vinové délce 734 nm proti
ethanolu. K méteni byla vyuzita z(zena kyveta, do které byl napipetovan 1 ml ABTS-".
Do kyvety bylo pfidano 10 pl vzorku a po 10 minutach byl zaznamenan pokles absorbance.
Jako blank byl pouzit 1 ml ABTS™ a 10 pl destilované vody. Ze standardniho roztoku troloxu
rozpusténého v 60% ethanolu byla sestavena kalibra¢ni fada v koncentra¢nim rozmezi od 50
do 400 ug/ml.

y =0,001x 4)

R? = 0,990

4.8 Kaultivace probiotickych bakterii v tekutém médiu

Probiotické bakterialni kultury Lactobacillus acidophilus CCM 4833, Lactobacillus casei
CCM 4798 a Bifidobacterium breve CCM 7825" byly kultivovany v komerénim MRS médiu,
které bylo pfipraveno podle navodu uvedeného na obale vyrobku. Médium bylo v daném
poméru (55,159 MRS média na 1000ml vody) smichano s destilovanou vodou
V Erlenmayerové banice a sterilovano 60 minut v tlakovéem hrnci s otevienym ventilem.
Ptipravené sterilni médium v plastovych zkumavkach bylo zaockovano 10% inokulem dané
probiotické kultury. Kultivace probihala v termostatu pii 37 °C po dobu 24 hodin. Po inkubaci
byly kultury pfipraveny k dal§im experimentiim.

Prace s probiotickymi bakteriemi probihala ve sterilnim laminarnim boxu. Pfipraci
s kulturami bylo také nutné minimalizovat jejich kontakt se vzduchem, jelikoz se jednalo

0 anaerobni mikroorganismy.

4.9 Stanoveni viability a po¢tu bunék probiotickych bakterii

Mnozstvi bakteridlnich bun€k bylo stanoveno spektrofotometricky proméfenim intenzity
zakalu. Toto méfeni bylo ovéfeno pomoci pratokového cytometru, kde byla kromé& poctu

bun¢k stanovena i viabilita, tedy zastoupeni zivych a mrtvych bungk.

4.9.1 Spektrofotometrické stanoveni zakalu

Vzorky ke spektrofotometrickému stanoveni viability bakterii byly v triplikatech
napipetovany na 96 jamkovou desti¢ku. Rust bakterii v podobé zmény zéakalu byl sledovan
pti 630 nm v ¢ase 0 a po 24 hodinach pomoci piistroje ELISA Readeru. Z rozdilu hodnot

absorbanci byl vyhodnocen nartst, ptipadné ubytek bakterialnich bunek.
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4.9.2 Pritokovy cytometr

Pro stanoveni mnozstvi bunék a jejich viability byl pouzit prutokovy cytometr, ktery jako
fluorescen¢ni barvivo vyuziva propidiumjodid. Vzorek s bakterialnimi buiikami byl vhodné
nafedén demineralizovanou Mili-Q vodou. K 1 ml nafedéného vzorku bylo ptidano 5 ul
propidiumjodidu o koncentraci 1 mg/ml. Obarvené vzorky byly ponechany 10 minut ve tmé
a poté byly analyzovany na prutokovém cytometru, kde byl stanoven pocet i procentudlni

zastoupeni zivych a mrtvych bunék.

4.10 Vliv rostlinnych materialii na viabilitu bakterii

Nejprve byly ptipraveny vodné a ethanolové extrakty prebiotickych produktd podle navodu
uvedeného v kapitole 4.6 a probiotické bakterialni kultury, jejichz postup je popsan
v kapitole 4.8.

Do jamek mikrotitraéni desticky s 96 jamkami bylo vzdy v triplikatech napipetovano
230 Wl tekutého MRS média, 75 ul probiotické kultury a 25 pl jednotlivych extraktd
prebiotickych produkti. Referenénim vzorkem bylo médium s bakterialni kulturou, kde misto
extraktu bylo pfidano 25 ul daného rozpoustédla (sterilni destilovana voda nebo 20%
ethanol). Soucasné byly pfipraveny i blanky pouzitych extraktd, a to smisenim 305 ul MRS
média s 25 ul jednotlivych extraktd. Nartst bakterii byl stanoven z rozdilu zakalu podle

navodu v kapitole 4.9.1.

4.11 Promyti bunék

Po 24 hodinové kultivaci probiotickych bakterii v tekutém médiu (provedené dle kapitoly 4.8)
byly narostlé bunky zcentrifugovany pii 5 000 otackach po dobu 10 minut. Vznikly
supernatant byl odlit a bunky byly rozsuspendovany v 10 ml sterilni destilované vody. Poté
byly buniky opét zcentrifugovany pii 5 000 otackach po dobu 10 minut. Supernatant byl odlit
a promyté probiotické burnky byly pouzity k dalsim experimentim.

4.12 Priprava alginatovych ¢astic

Promyté probiotické bunky byly rozsuspendovany ve vybranych rostlinnych extraktech
a smichany v poméru 1:1 se sterilnim roztokem 2% alginatu. Vznikla smés byla prevedena
do zasobni lahve a dikladné promichana. V ptipadé referencnich vzorkd byly probiotické
buniky rozsuspendovany ve sterilni destilované vodé. Alginatové Castice byly pfipraveny
pomoci enkapsulatoru Biichi B-395 Pro (Obrazek 7) s tryskami o priméru 450 a 1 000 pm.

Smés byla tryskami rozprasovana do 120 ml vytvrzovaciho roztoku 1% CaCl,, ktery byl
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nepietrzité michan magnetickym michatkem. Po 20 minutach byly piipravené castice

z vytvrzovaciho roztoku zfiltrovany a uschovany k dalsim experimenttim.

Tabulka 7: Parametry enkapsulace \"""‘:"""“"‘-‘\‘. _
Parametr Hodnota
Frekvence 3300 Hz
Napéti 1600V
Michani 100 %
Tlak 75 mbar

Obrazek 7:Enkapsulator Bichi B-395 Pro
4.13 Piiprava lyofilizovanych alginatovych ¢&astic
Alginatové Castice s enkapsulovanymi probiotickymi butikami a prebiotickymi produkty byly
zamraZeny v plastovych zkumavkach pfi teploté —20 °C. Castice byly nasledné lyofilizovany
Vv lyofiliza¢nich bankach pomoci lyofilizatoru FreeZone po dobu 24 hodin za laboratorni

teploty a podminek vakua, které kolisalo kolem 0,005 mbar.

4.14 Charakterizace alginatovych castic

Alginatové Castice byly charakterizovany pomoci stanoveni enkapsula¢ni G¢innosti

fenolickych latek. Nasledné byla sledovana stabilita ¢astic.

4.14.1 Stanoveni enkapsulaé¢ni ucinnosti

Enkapsula¢ni G¢innost byla zalozena na stanoveni obsahu celkovych fenolickych latek
enkapsulovanych do ¢astic. V jednotlivych smésich ptipravenych pro enkapsulaci
a ve vytvrzovacich roztocich po zfiltrovani hotovych ¢astic byly podle postupu v kapitole
4.7.2 stanoveny koncentrace polyfenoli. Enkapsulacni G¢innost byla vypoctena jako rozdil

koncentrace polyfenolii v roztoku pied a po enkapsulaci.
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4.15 Modelové traveni

Modelové traveni simuluje podminky pfi pfechodu potravy lidskym gastrointestindlnim
traktem prostfednictvim téi modelovych travicich $tav — §tavy zalude¢ni, pankreatické
a zlucove.

Modelové traveni bylo aplikovano na smési prebiotik s probiotickymi buikami v riznych
formach, a to na Gerstvé probiotické buriky s rostlinnymi extrakty, ¢erstvé probiotické butiky
Srealnymi praskovymi vzorky, alginatové ¢astice s enkapsulovanymi probiotickymi
bakteriemi a prebiotiky, lyofilizované alginatové ¢astice s enkapsulovanymi probiotickymi
bakteriemi a prebiotiky, na komer¢ni probiotické dopliiky stravy a na komeréni probiotické
dopliiky stravy s rostlinnymi extrakty. Simulaci traviciho procesu lze sledovat zmény viability

probiotickych bakterii v jednotlivych ¢astech travici soustavy.

4.15.1 Priprava modelovych travicich §av

4.15.1.1 Zaludeéni $t' ava

Zalude¢ni $tava byla pfipravena rozpusténim 0,25 g pepsinu ve 100 ml destilované vody
a naslednym piidanim 0,84 ml 35% kyseliny chlorovodikové. pH celého roztoku bylo

upraveno na hodnotu 0,9 [40].

4.15.1.2 Pankreatickd §rava

0,259 pankreatinu a 1,59 NaHCO3z bylo rozpusténo ve 100 ml destilované vody.
pH vysledného roztoku bylo upraveno na hodnotu 8,9 [40].

4.15.1.3 Zlucovd §t'dva
Zlu¢ova $tava byla ptipravena rozpusténim 0,8 g ZluGovych soli ve 200 ml fosfatového pufru

o pH 8 [40].

4.15.2 Stanoveni viability probiotickych bunék s prebiotickymi produkty v riznych
forméch

4.15.2.1 Modelové traveni smési probiotickych bunék s rostlinnymi extrakty

Bunky testovanych kment Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei a Bifidobacterium
breve byly promyty podle postupu v kapitole 4.11 a rozsuspendovany v 10 ml destilované
vody. Smichano bylo vzdy 0,5 ml probiotické kultury a 4,5 ml jednotlivych rostlinnych

extrakti.. Referenénim vzorkem byla probioticka kultura ve 4,5 ml destilované vody.
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Mnozstvi bungk bylo v probiotické kultufe nastaveno na rozmezi radd 10° az 10° CFU.
Jedn4 se 0 minimalni mnozstvi bunék, které je pozadovano pro probiotické piipravky [7].

Vsechny piipravené smési byly promichany a ponechdny 15 minut stat pfi laboratorni
teploté. Po 15 minutach byl do ¢isté zkumavky typu Eppendorf odebrdn 1 ml vzorku
a do zbytku smési byly pfidany 4 ml zaludeéni §tavy. Roztoky byly umistény do termostatu
a inkubovany pii 37 °C po dobu 30 minut. Poté byl opét odebran 1 ml vzorku do zkumavky
typu Eppendorf. V poslednim kroku modelového traveni bylo do roztoku pfidano 3,5 ml
pankreatické a 3,5 ml zluGové s§tavy. Pripravené smési byly poté 90 minut inkubovany
na temperované tiepacce pii teploté 37 °C.

Smési byly nasledné zcentrifugovany 5 minut pti 5 000 otackach. Vznikly supernatant byl
odlit a ke sto¢enym burikam byl napipetovan 1 ml sterilni destilované vody. Vzorky odebirané
pii modelovém traveni piedstavovaly sérii vzorku v jednotlivych fazich traveni,
a to pred travenim, béhem traveni a po traveni, které byly nasledné podrobeny dalsi analyze.
Vsechny vzorky ziskané z jednotlivych ¢asti modelového traveni byly v tripletech naneseny
na mikrotitra¢ni desticku. K 30 ul dan¢ho vzorku bylo ptfidano 300 pl sterilniho MRS média.
Narast bakterialni kultury ve formé zakalu byl stanoven ELISA Readerem (podle
kapitoly 4.9.1) a pocet zivych a mrtvych bunék byl stanoven na prutokovém
cytometru (kapitola 4.9.2).

4.15.2.2 Modelové traveni smési probiotickych bunék s redalnymi praskovymi vzorky

Promyta bakterialni kultura Bifidobacterium breve byla piipravena podle postupu v kapitole
4.11 a rozsuspendovana ve sterilni destilované vodé. 10 ml probiotické kultury bylo vzdy
smichdno s0,1 g jednotlivych praskovych vzorkt. Referenénim vzorem byla samotna
bakterialni kultura.

Ptipravené probiotické buriky byly ve smési s prebiotiky ponechany 1 hodinu stat. Poté
byly ze smési odebrany 2 ml do sterilni zkumavky, kam byla nasledné v poméru 1:1 ptidana
také zalude¢ni $tava. Roztoky byly umistény na 30 minut na temperovanou tiepacku. Po této
dob¢ byl do zkumavky typu Eppendorf odebran 1 ml vzorku. Ke zbylym roztokiim byla opé&t
vpomeéru 1:1 pfiddna pankreatickd a zluCovd Stéava. Pfipravené smési byly ndsledné
inkubovany 90 minut na temperované tiepacce pii 37 °C. Smési po traveni byly
zcentrifugovany a analyzovany ELISA Readerem z hlediska spektrofotometrického stanoveni
zékalu stejné, jako tomu bylo v ptedchozi kapitole 4.15.2.1. Oproti pfedchozi kapitole,
kde byl sledovan vliv extraktu na probiotické buiiky béhem traveni, byl v tomto ptipade

sledovan vliv samotné potraviny. Aby se zajistil co nejvétsi prostor pro kontakt praskového
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vzorku s probiotickou kulturou, byly vyuzity pouze jiné poméry vzorku prebiotik a travicich
stav.

4.15.3 Stanoveni stability ¢&astic s enkapsulovanymi  probiotickymi  bakteriemi
a prebiotiky

4.15.3.1 Modelové traveni algindtovych cdastic

Alginatové ¢astice pripravené podle navodu v Kapitole 4.12 byly pied modelovym travenim
mechanicky naruSené. Pouze nejvétsi ¢astice (pripravené tryskami o praméru 1 000 pm) byly
naruSeny pomoci 1zicky, ¢imz bylo simulovano rozmélnéni ¢astic v Ustech jesté pied jejich
spolknutim.

1 g alginatovych ¢astic s enkapsulovanymi probiotiky a prebiotiky byl smichdn s5 mi
zalude¢ni §tavy. Vzorky byly umistény do termostatu a inkubovany pii 37 °C po dobu
30 minut. Poté byla do smési v poméru 1:1 pfidana pankreaticka a ZluCova stava. Piipravené
smesi byly 90 minut inkubovany na temperované tfepacce. Nasledn¢ byla kromé viability
a poctu bun¢k bakterialni kultury stanovena 1 antioxida¢ni aktivita, jejiz postup stanoveni je

uveden v kapitole 4.7.4.

4.15.3.2 Modelové traveni lyofilizovanych alginatovych Castic

Lyofilizované alginatové Castice pfed modelovym travenim bylo nutné nejprve rehydratovat.
0,1 g lyofilizovanych ¢astic byl rehydratovan ptidavkem 10 ml sterilni destilované vody.
Rehydratace probihala 1 hodinu a poté mohly byt lyofilizované alginatové ¢astice podrobeny

modelovému traveni.

4.15.4 Modelové traveni vybranych komer¢nich probiotickych preparatia

K otestovani komerénich probiotik z hlediska modelového traveni byly pouzity probiotické
preparity LAKTOBACILKY BABY satky a OSMOBIOTIC FLORA BABY kapky.
Probiotické produkty byly pro modelové traveni ptipraveny tak, Ze jejich doporucena denni
davka byla rozsuspendovana v 10 ml sterilni destilované vody. V piipadé praskového
ptipravku byl obsah 1 sacku rehydratovan ve vodé v termostatu pii 37 °C po dobu 1 hodiny.
Naopak piipravek v kapalné formé nebylo jiz nutné dale rehydratovat, proto byla jeho denni
davka (5 kapek) rozmichana ve vodé¢ a ihned pouzita k modelovému traveni.

Pro analyzu komerénich probiotik bylo také vyuzito modelové traveni jejich smési
s vybranymi rostlinnymi extrakty, a to s extraktem matchy, zeleného je¢mene a spiruliny.

Modelové traveni bylo provedeno podle postupti uvedenych v kapitoldch 4.15.2.1 a 4.15.3.2.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

Tato diplomova prace je zaméfena na piipravu probiotickych bakterii obohacenych o rostlinna
prebiotika a naslednou stabilizaci téchto smési do alginatovych ¢astic pro moznou aplikaci

do détskych vyrobkii.

5.1 Charakterizace extraktu

Z rostlinnych materiald matchy, moringy, mladé zelené pSenice, mladého zeleného je¢mene,
chlorelly a spiruliny byly podle postupu uvedeného v kapitole 4.6 pfipraveny vodné
a ethanolové extrakty. Tyto pfirodni rostlinné extrakty Sesti praski superpotravin byly
charakterizovany na obsah celkovych sacharidi, redukujicich sacharidt, celkovych

fenolickych latek a vybranych jednotlivych fenolickych latek.

5.1.1 Stanoveni celkovych sacharidi metodou dle Duboise

Spektrofotometrické stanoveni celkovych sacharidit metodou dle Duboise bylo provedeno dle
postupu uvedeného v kapitole 4.7.1.1. Sacharidy jsou nejvice rozpustné ve vod¢, proto byly
pro nasledujici stanoveni vyuzity pouze vodné extrakty. Kazdy extrakt byl analyzovan ttikrat
a ze ziskanych hodnot byl vypocten primér i smérodatna odchylka. Obsah celkovych
sacharidii byl vypocten z rovnice regrese kalibra¢ni kiivky D-glukosy a vysledné hodnoty

byly nasledné porovnany s hodnotami uvedenymi na etiketach vyrobku.

Tabulka 8: Koncentrace celkovych sacharidii

Koncentrace celkovych sacharidi [g/100 g]
Vzorek

Naméiené hodnoty | Deklarované hodnoty
Matcha 13,16 £ 0,29| NEDEKLAROVANO
Moringa 2,54 +£0,78 21,0
Mlada psenice 6,18 + 0,05 30,0
Mlady jeCmen 7,62 £0,04 28,0
Chlorella 5,69 + 0,15 9,5
Spirulina 3,29 £ 0,02 12,0

Z Tabulky 8 je patrné, ze nejvyssi mnozstvi celkovych sacharidii bylo naméteno u vzorku
matchy (13,16 g/100 g), dale u mladé psenice, mladého je¢mene a chlorelly (okolo 6 g/100 g).
JeCmen a pSenice jsou obecné brany jako jadrnd krmiva s vysokym obsahem sacharidi,
tyto testované prasky byly vSak vyrobeny mletim mladé zelené travy. Porovnanim

namétenych hodnot s hodnotami deklarovanymi vyrobcem bylo zjisténo, ze mezi vysledky
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jsou patrné rozdily. Ve vétsiné vzorku se odchylky pohybovaly vrozmezi 73-88 %,
s vyjimkou chlorelly, kde byl rozdil nejmensi (40 %). Odchylky mohly byt zpisobeny nizsi
citlivosti metody pouzité pro stanoveni celkovych sacharidii nebo nedostate¢nou hydrolyzou.
Dalsimi moZnostmi mtize byt i to, Ze vyrobce na obalu uvadi vyssi deklarované hodnoty, nez
jaké vyrobek skute¢né obsahuje, pfipadné mohly hodnoty zahrnovat i nerozpustnou viakninu.
Pro vzorek matchy nebylo mozné porovnat obsah sacharidid s deklarovanou hodnotou,
jelikoz vyrobce tyto informace na svém obalu neuvadi. V tomto piipadé se jednalo o zeleny
Caj, ktery je podle nafizeni Evropského parlamentu a Rady (EU) ¢. 1169/2011 osvobozen

od pozadavku na povinné deklarovani vyzivovych udaju [41].

5.1.2 Stanoveni redukujicich sacharidi metodou dle Somogyi-Nelsona

Stanoveni redukujicich sacharidi pomoci metody dle Somogyi-Nelsona bylo provedeno
ve vodnych extraktech podle postupu uvedeného v kapitole 4.7.1.2. Kazdy extrakt byl
analyzovan tiikrat a ze ziskanych hodnot byl vypocten primér i smérodatna odchylka. Obsah
redukujicich sacharidu byl vypoéten z rovnice regrese kalibra¢ni kiivky D-glukosy a vysledné

hodnoty byly nasledné porovnany s hodnotami uvedenymi na etiketach vyrobki.

Tabulka 9: Koncentrace redukujicich sacharidii

Koncentrace redukujicich sacharidia [g/100 g]

Vzorek
Naméiené hodnoty | Deklarované hodnoty
Matcha 3,43+0,17| NEDEKLAROVANO
Moringa 0,95+ 0,03 8,00
Mlada pSenice 1,90 + 0,08 1,30
Mlady je¢men 3,98 +0,01 15,35
Chlorella 4,15 + 0,10 1,40
Spirulina 1,65 + 0,03 3,00

Z vysledkl je patrné, Ze nejvysSi mnozstvi redukujicich sacharidd bylo obsaZeno
v extraktu chlorelly (4,15 g/100 g), mladého je¢mene (3,98 g/100 g) a matchy (3,43 g/100 g).
Porovnanim naméfenych hodnot s hodnotami deklarovanymi vyrobcem bylo zjisténo, ze mezi
vysledky jsou patrné rozdily, i kdyZz podstatné mens$i nez u stanoveni celkovych sacharida.
Nejmensi rozdil byl pozorovan u mladé psenice (46 %). Pravé ve vzorku mladé pSenice
i ve vzorku chlorelly bylo stanoveno vétsi mnozstvi redukujicich sacharidt, nez jaké je
deklarovano na obalech. Divodem muze byt to, ze se vyrobce timto zpsobem chrani pied
uvadénim nepravdivych nutriénich hodnot, které kolisaji dle celkové technologické Upravy

a ptipravy vyrobku. V pfipad¢ moringy, mladého je¢mene a spiruliny byly namétené hodnoty
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redukujicich sacharidi niz8i nez hodnoty deklarované. Proto lze piepokladat, ze hodnota
uvedena na obale nepfedstavuje pouze =zastoupeni redukujicich cukrd s volnym
poloacetdlovym hydroxylem, ale zahrnuje i souéet vSech monosacharidi a oligosacharidu,
které redukéni ucinky nemaji.

Ze stanoveni celkovych a redukujicich sacharidi jednotlivych praski superpotravin bylo
zjisténo, ze vybrané vzorky jsou bohaté na obsah sacharidii a mohou slouzit jako zdroj energie
pro rust probiotickych bakterii. Nejlepsimi prebiotiky se ukazala byt matcha, mlady je¢men
a chlorella, které z hlediska vy$siho obsahu redukujicich sacharidi mohou byt pro bakterie

snadnéji vyuZzitelnym substratem.

5.1.3 Stanoveni celkovych fenolickych latek

Stanoveni celkovych fenolickych latek ve vodnych extraktech bylo provedeno podle postupu
v kapitole 4.7.2. VSechna méfeni byla provedena ttikrat a ze ziskanych hodnot byl vypocten
prumér a smérodatna odchylka. Vysledna koncentrace celkovych polyfenold byla vypoctena
z rovnice regrese z kalibracni zavislosti kyseliny gallové a ptepoctena na obsah polyfenoli

v 1 g vzorku.

Tabulka 10: Koncentrace celkovych fenolickych latek

Vzorek Koncentrace [mg/g]
Matcha 57,0+0,9
Moringa 158 +0,7
Mlada pSenice 7,1+04
Mlady je¢men 49+0,1
Chlorella 6,1 £0,3
Spirulina 12,9+ 0,4

Z namétenych dat uvedenych v Tabulce 10 je zfejmé, Ze na mnozstvi fenolickych latek
byla nejvice bohatd matcha, kter4 obsahovala 57,0 mg/g polyfenoli. Ta byla z hlediska
obsahu polyfenolti nasledovana moringou (15,8 mg/g) a spirulinou (12,9 mg/g). Nejnizsi
mnozstvi fenolickych latek bylo zjisténo v mladém je¢meni, a to 4,9 mg/g.

Na spektrofotometrické stanoveni celkovych fenolickych latek navazuje chromatografické

stanoveni, kde byly identifikovany vybrané jednotlivé fenolické latky.

5.1.4 Stanoveni fenolickych latek pomoci HPLC

Vodné i ethanolové extrakty prebiotickych praska byly dale analyzovany pomoci
vysokoucinné kapalinové chromatografie s UV/VIS detekci. Postup méfeni je popsan

v kapitole 4.7.3. Kazdy extrakt byl analyzovan tfikrat a ze ziskanych hodnot byl vypocten
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prumér i smérodatna odchylka. Zastoupeni vybranych fenolickych latek ve vzorku bylo

vypocteno Z rovnic kalibracnich kiivek jednotlivych fenolickych sloucenin.

regrese vybranych standardu jsou uvedeny v Tabulce 6.

Rovnice

Tabulka 11: Koncentrace fenolickych sloucenin identifikovanych ve vodnych extraktech [mg/g]

Mlada

Mlady

Fenolické slou¢eniny | Matcha | Moringa v . . Chlorella| Spirulina
psenice jecmen
Epikatechin 6,4+0,1 N N 0,6 0,0 N N
Epikatechin galat 2,6+0,1 N N N N N
Katechin 0,3+0,0 N 0,2+00 ] 04+0,0 N 0,3%£0,0
Kofein 58+0,1 N N N N N
Kyselina ferulova 0,8+0,0 N N 0,1+0,0 N N
Kyselina gallova 24+01|40+01|21+00|32+01|59+01]| 09+0,0
Kyselina chlorogenova N N N N 05+0,0| 09+0,0
Kyselina kavova N N 0,6 +0,0 N N N
Kyselina kumarova N N 0,1+0,0 N N N
Kyselina sinapova 15+00 | 0,1+0,0 |0,04+0,0 N N N
Rutin 21+00]10+£00 |0,09+00| 09+0,0 N N
Saponarin 6,5+01|01+00 |0,02+00| 1,5+0,0 N N

Zkratky: N - nedetekovano

Tabulka 12: Koncentrace fenolickych sloucenin identifikovanych v ethanolovych extraktech [mg/g]

Fenolické slou¢eniny | Matcha | Moringa '\f”a?'a 'leady Chlorella | Spirulina
psenice jecmen
Epikatechin 85+0,2 N N 1,0+0,0 N N
Epikatechin galat 2,6 +0,1 N 0,1+0,0 N N N
Katechin N N 0,2+0,0 N 0,05+0,0| 0,3+0,0
Kofein 7,1+0,1 N N N N N
Kyselina ferulova 2,7+0,1 N 0,06+0,0| 0,2+0,0 N N
Kyselina gallova 1,9+00|30+01|21+00|25+00|50+£01|05+0,0
Kyselina chlorogenova N N N N 04+0010,1+0,0
Kyselina kavova N N 1,7+£0,0 N N N
Kyselina kumarova N N 0,2+0,0| 0,7+0,0 N N
Kyselina sinapova 2,2+001]02+00 | 0,1+0,0 N N N
Rutin 84+02|13+00 | 0,2%0,0 N N N
Saponarin 11,5+0,2| 0,3+0,0 | 0,1+0,0 | 23+0,0 N N

Zkratky: N - nedetekovano

Pro méfeni fenolickych sloucenin byly vyuzity dvé extrakéni €inidla (voda a 20% ethanol).

Z namétenych vysledkii mizeme vidét, Ze v ethanolovych extraktech byly ve vétSing ptipad

stanoveny mnohem vy$8i koncentrace jednotlivych fenolickych latek, nez tomu bylo

v extraktech vodnych. To je dano chemickou strukturou fenolickych slouc¢enin a jejich

schopnosti snadnéji eluovat do ethanolového rozpoustédla. Zménou rozpoustédla tedy doslo

k vétsi extrakcei aktivnich fenolickych latek do ethanolu.
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Nékteré fenolické latky byly v rostlinnych materidlech zastoupeny ve velmi nizkych
koncentracich, takze je nebylo mozné detekovat. To mohlo byt zpuisobeno mimo jiné i tim,
7e nedoslo k jejich uvolnéni z vazanych a glykosidickych forem do rozpoustédla.

Nejvice fenolickych latek bylo detekovano ve vodném extraktu matchy, a to celkem 9
slouéenin. Matcha je v porovnani s ostatnimi zelenymi ¢aji velmi dobrym zdrojem $irokého
spektra fenolickych latek, nebot je péstovana ve stinu a pfi jeji konzumaci jsou
zkonzumovany celé namleté cajové listky. Analyza extraktu z matchy byla na zakladé
literarni reSerSe zaméfena na detekci epikatechinu, epikatechin galatu, rutinu a kofeinu.
V nejvyssim mnozstvi byl ve vodném extraktu matchy zastoupen epikatechin (6,4 mg/g)
nasledovany kofeinem (5,8 mg/g). Vysoky obsah kofeinu vSak muze byt zdsadnim
problémem pro pouziti tohoto rostlinného extraktu v détské vyzivé. Dalsi vyznamnou slozkou
matchy se ukézal byt saponarin, jehoz koncentrace byla ve vodném extraktu srovnatelna
s epikatechinem. V ethanolovém extraktu byla koncentrace saponarinu je$t¢ mnohem vyssi,
ato 11,5mg/g. Obsah epikatechin galatu byl v obou typech rozpoustédla stanoven
na 2,6 mg/g.

Ve vzorku moringy byla analyza zaméfena predevSsim na identifikaci rutinu a kyseliny
gallové. V extraktech moringy byla nejvice obsazena kyselina gallova, a to v koncentraci
3,0 mg/g ve vodném a 4,0 mg/g v ethanolovém extraktu. Kromé rutinu byl ve vzorku
identifikovan také saponarin a kyselina sinapova.

U mladé psenice byla sledovana kyselina ferulova, kumarova, sinapova a kyselina kavova.
Nejvys§i mnozstvi z téchto fenolickych slou¢enin zaujimala kyselina kavova (0,6 mg/g).
Kyselina ferulova nebyla ve vodném extraktu namétena, protoze se ve vzorku vyskytovala
VvV malém mnoZstvi a nebylo ji moZzné detekovat. Identifikovana byla az ptfi pouziti 20%
ethanolu. Kyselina kumarova byla ve vodném extraktu stanovena na koncentraci 0,1 mg/g,
kyselina sinapova na 0,04 mg/g a kyselina kdvova na 0,6 mg/g. Mlada psenice je podle
vysledkt bohata i na katechin, rutin a saponarin.

a soucasné u né&j bylo zjisténo siroké spektrum sledovanych flavonoidi. Analyza byla v tomto
vzorku zaméfena na saponarin a kyselinu ferulovou. Ve vodném extraktu byla stanovena
koncentrace saponarinu na 1,5 mg/g a kyseliny ferulové na 0,1 mg/g. Ve vzorku byl dale
identifikovan epikatechin a kyselina kumarova. Ukazka chromatogramu pro ethanolovy

extrakt mladého je¢mene je uvedena v Priloze 2. Podle tohoto chromatogramu mizeme vidét,
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ze se ve vzorku mladého je¢mene nachdzely i dal$i, nami jiz neidentifikované fenolické
slouceniny.

Chlorella byla charakterizovana z hlediska obsahu kyseliny gallové. Ta byla ve vzorku
naméfena v mnozstvi 5,0 mg/g. V extraktu chlorelly byl dale identifikovdn katechin
a kyselina chlorogenova. Katechin se nachdzel v malém mnozstvi a byl analyzovan pouze
v ethanolovém extraktu.

Spirulina byla zaméfena na stanoveni piitomnosti katechinu a kyseliny gallove. Kyselina
gallova byla stanovena v koncentraci 0,9 mg/g a katechin v koncentraci 0,3 mg/g. Dale zde
byla obsazena kyselina chlorogenova, a to ve stejné koncentraci jako kyselina gallova,
tedy 0,9 mg/g. Z naméfenych dat mizeme dale vidét, Zze ve chlorelle i spiruliné byly
stanoveny jen 3 identické fenolické slouCeniny. Timto bylo potvrzeno i tvrzeni, Ze chlorella
a spirulina jsou z hlediska nutri¢niho slozeni velmi podobné.

Ve vsech vzorcich a obou extraktech rostlinnych materialt byla identifikovana kyselina
gallova, kterd byla nejvice zastoupena ve vodnych a ethanolovych extraktech chlorelly

a moringy.

5.1.5 Stanoveni antioxida¢ni aktivity

Celkova antioxida¢ni aktivita byla stanovena podle postupu uvedeného v kapitole 4.7.4.
Vsechna méfeni rostlinnych extrakti byla provedena tiikrat a ze ziskanych hodnot byl
vypocten prumér a smérodatna odchylka. Antioxidacni aktivita byla vztazena na ekvivalentni
mnozstvi troloxu a stanovena v pug troloxu nalml extraktu. Vysledky byly nasledné

prepocitany na mg/g.

Tabulka 13: Antioxidacni aktivita vodnych extraktii

Vzorek Koncentrace [mg/g]
Matcha 28,8 +0,0
Moringa 21,7+ 0,5
Mlada psenice 16,2 £ 0,2
Mlady je¢men 141+0,4
Chlorella 16,8 £ 0,1
Spirulina 17,7+ 0,6

Nejvyssi celkova aktivita antioxida¢né aktivnich latek byla naméfena u extraktu
z matchy (28,8 mg/g) a extraktu z moringy (21,7 mg/g). Rostlinné extrakty z mladé psenice,
chlorelly a spiruliny disponovaly velmi podobnou antioxidacni aktivitou, ktera se pohybovala

R4

je¢mene (14,1 mg/g). V porovnéni se stanovenymi celkovymi polyfenoly v kapitole 4.7.2
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mizeme U extrakti Vv Tabulce 10 pozorovat velmi podobny trend posloupnosti vzorkd,
s vyjimkou extraktu z chlorelly. Nejvyssi obsah polyfenolii naméteny u extraktu z matchy
korespondoval taktéz s nejvysSsi namefenou antioxidacni aktivitou. Mizeme tedy konstatovat,

7e antioxida¢ni aktivita je v podstaté odrazem obsahu fenolickych latek.

5.2 Vliv rostlinnych materiali na viabilitu bakterii

Po charakterizaci extraktd mohly byt jednotlivé vodné a ethanolové extrakty pridavany
do probiotickych bakteridlnich kultur Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei
a Bifidobacterium breve, kde byla nasledn¢ sledovana jejich viabilita. Toto stanoveni bylo
provedeno podle postupu v kapitole 4.10. Pfima interakce jednotlivych rostlinnych extrakti
s probiotickymi bakteriemi byla testovana za u¢elem mozné aplikace téchto smési do vyrobku
pro détskou vyzivu. V piipadé matchy, ktera obsahovala vysoké mnozZstvi kofeinu,
bylo uvazovano o piidavku tohoto extraktu do probiotickych ptipravkt pro déti star§iho
Skolniho véku (od 11 let), které jiz mohou konzumovat zeleny ¢a;.

Nejprve bylo nutné ovétit, jestli nedojde k negativnimu ovlivnéni viability pouzitych
probiotik. Naridst kultury v podobé zmény zakalu byl sledovan pomoci ELISA Readeru
(kapitola 4.9.1). Samotné stanoveni viability a poctu probiotickych bunék bylo provedeno
na pratokovém cytometru podle kapitoly 4.9.2. Vysledky byly zpracovany do tabulek.
Pro lepsi znazornéni byly sestrojeny igrafy rozdilu absorbanci jednotlivych kultur

V porovnani s referen¢nimi vzorky.

Tabulka 14: Pocdtecni koncentrace bunéek v probiotickych kulturach

e, Poéet bunék Viabilita

Probioticka kultura [CFU/MI] [%]

. - a7 Zivé 3,86:10° 73

Lactobacillus acidophilus 5,32:10 Mrtvé 146107 27
— —3

Lactobacillus casei 2,84-108 Zive 2,20 107 7

Mrtve 6.50-10 23

- . Zivé 1,83-107 74

Bifidobacterium breve 2,48-10' y !
Mrtvé 6,50-10° 26

Pocatecni koncentrace probiotickych kultur vyuzitd pro sledovani zmény viability bakterii
po interakci s rostlinnymi extrakty vychazela u 2 kmen@ z poétu 10’ bun&k. Po 24 hodinové
kultivaci kultura narostla o jeden ¥ad na 108 bungk. U Lactobacillus casei nebyl nértist bunék
po 24 hodinéach tak velky, jeho koncentrace se v obou piipadech pohybovala v fadu 108,

Priklad vystupu z pritokového cytometru pro cistou kulturu kmene Lactobacillus
acidophilus bez ptidavku prebiotika je uveden v Piiloze 3.
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5.2.1 Interakce prebiotik s Lactobacillus acidophilus

1.35 4

1.20 -
1.05 -
0.90 -
0.75 -
0.60 -
0.45 -
0.30 -
0.15
0.00 - - . . . .

Reference  Matcha Moringa Mlada Milady Chlorella  Spirulina
pSenice jecmen

po 24 hodinéch [-]

Rozdil absorbance L. acidophilus

® VVodné extrakty m Ethanolové extrakty

Obréazek 8: Narist kultury Lactobacillus acidophilus v pritomnosti vodnych a ethanolovych extraktii
prebiotik po 24 hodinach kultivace

Vliv extrakti na probiotickou kulturu Lactobacillus acidophilus ve formé ptirtstku
absorbance za 24 hodin zobrazuje Obrazek 8. Pocateéni koncentrace probiotické kultury byla
ve vSech vzorcich stejna (viz Tabulka 14).

V porovnani s referenci doslo k nejvétsimu narastu kultury po piidavku vodného extraktu
z mladého je¢mene a extraktu z moringy. Podpora viability byla zaznamenana také u extraktu
z matchy a z chlorelly. U extraktu z matchy, mladého je¢mene a chlorelly byla v kapitole
5.1.2 stanovena vysoka koncentrace redukujicich sacharidd, které probioticke bakterie
vyuzivaji pro svij rust a pozitivnim zpisobem ovliviiuji viabilitu bunék. Naopak vodné
extrakty mladé psenice, spiruliny a ethanolové extrakty spiruliny a matchy nepodpofily
viabilitu bun¢k.

Z hodnot naméfenych na pritokovém cytometru mizeme v Tabulce 15 vidét, ze i kdyz
oproti referenci nedoslo ke zvyseni poétu bunék, tak nedochazelo k vyrazné inhibici viability.
Z toho lze usoudit, ze rast probiotického kmene Lactobacillus acidophilus byl mirné

zpomalen.
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Tabulka 15: Zivotaschopnost bakterie Lactobacillus acidophilus ziskand z priitokového cytometru

VVodne extrakty Ethanolové extrakty
Vzorek Pocet bunck Viabilita Pocet bunfk Viabilita
po 24 hodinach [%] po 24 hodinach %]
[CFU/mI] ° [CFU/mI] °
sl Z | 3,72:108 80 sl Z | 2,33-108 70
Reference | 4,64-10 M | 925107 20 3,31-10 M | 9.80-107 30
el Z | 2,71-108 77 sl Z | 2,13-108 87
Matcha | 3,5010° =707 [ 23 |21 W [3a7007 | 13
. sl Z | 244108 96 el Z | 2,29-108 95
Moringa |2,54-10 M | 108107 7 2,42-10 M | 131107 5
Mlada el Z | 1,44-108 89 sl Z | 1,44-108 85
pienice | "2 M 76107 | 11 | VO M Tasta0 | 15
/ 7 1038 7 108
ietmen | > 1 o0 T 612 i T e
sl Z | 1,34-108 95 sl Z | 1,28108 97
Chlorella | 1,41-10 M | 6.74-10° 5 1,31-10 M | 3.3610° 3
- sl Z | 3.28108 84 sl Z | 2,40-108 90
Spirulina | 3,89-10 M | 6.09-107 16 2,67-10 M | 268107 10

Zkratky: Z — 7ivé buiiky, M — mrtvé buiiky

5.2.2

Rozdil absorbance L. casei
po 24 hodinach [-]

1.20 -
1.05 -
0.90
0.75
0.60
0.45
0.30
0.15
0.00

Interakce prebiotik s Lactobacillus casei

Reference

: T

Chlorella

Matcha Moringa Mlada Mlady
pSenice jecmen
® VVodné extrakty Ethanolové extrakty

I
|I |I

Spirulina

Obrézek 9: Ndarist kultury Lactobacillus casei v pritomnosti vodnych a ethanolovych extraktii
prebiotik po 24 hodinach kultivace

Vliv extrakti na probiotickou kulturu Lactobacillus casei zobrazuje Obrazek 9, ktery

zndzorfiuje prirGstek absorbance za 24 hodin. Pocatecni koncentrace probiotické kultury byla

ve vSech vzorcich stejna (viz Tabulka 14). Vyraznd podpora viability oproti referenci byla

stanovena u moringy, mladé psenice a mladého jeCmene. Mensi nartst kultury zaznamenal

i vodny a ethanolovy extrakt ze spiruliny. U extraktu matchy a chlorelly mizeme vidét,
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ze oproti referenci nedoslo k dostate¢nému nartstu bunc¢k a tim padem ani k velké tvorbé

zakalu pro spektrofotometrické stanoveni. Z vysledkt ziskanych ze stanoveni viability

na pratokovém cytometru v Tabulce 16 vidime, Ze kultury obsahovaly 82-100 % zivych

bunék. Z toho vyplyva, ze oproti referenci nedochazelo k vyrazné inhibici ristu probiotickych

bakterii, ale spiSe ke zpomaleni jejich rastu.

Tabulka 16: Viiv rostlinnych extraktii na Zivotaschopnost bakterie Lactobacillus casei

VVodné extrakty Ethanolové extrakty
Vzorek Pocet bunék - Pocet bunék N
po 24 hodinach V'?;';'ta po 24 hodinach V'?(E/“;'ta
[CFU/mI] ° [CFU/mI] °
sl Z | 3,73-10° 97 el Z | 2,3810° 95
Reference | 3,87-10 M | 131107 3 2,51:10° — 124107 5
el Z | 2,03108 100 el Z | 1,93108 96
Matcha | 2,03-10° |— 0 0 2,01-10° — 7'98-10° 7
. a8l Z | 2,73-108 100 a8l Z | 3,07-108 97
Moringa | 2,73-10° —+ 0 0 3,15-10° —¢ 7°92-10° 3
Mlada a7l Z | 3,07-10° 100 a8l Z | 3,01-108 96
pienice 3,0910 M | 152:10° 0 3,15-10 M | 1,39:10' 4
/ 7 108 7 108
My Tassao | 2] STHOT ST Jqqar | Z 3861077
8l 2 3:73-108 90 a2 1:30~1o7 82
Chlorella | 4,15-10 M 4.25.107 10 1,60-10 M 2.93-10° 18
- sl Z | 2.26:10° 88 el Z | 2,32:10° 88
Spirulina | 2,57-10 M | 3.17-107 12 2,64-10 M | 317-107 12

Zkratky: Z — zivé buiiky, M — mrtvé buiiky

5.2.3

Rozdil absorbance B. breve

1.65 ~
1.50 -
1.35 -

Interakce prebiotik s Bifidobacterium breve

= I L

120 - I I z z
S 1.05
‘@
£ 0.90 -
he]
2 0.75 -
S, 0.60 -
8 045 -

0.30 -

0.15 -

0.00 = T T T T T T 1

Reference

Matcha

m VVodné extrakty = Ethanolové extrakty

Moringa

Mlada
pSenice

Mlady
jeCmen

Chlorella

Spirulina

Obréazek 10: Ndrust kultury Bifidobacterium breve v pritomnosti vodnych a ethanolovych extraktu
prebiotik po 24 hodinach kultivace
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Nartst kultury je zndzornén ve formé ptirtstku absorbance za 24 hodin. Pocatecni
koncentrace probiotické kultury byla ve vSech vzorcich stejna (viz Tabulka 14). Z Obrézku 10
je patrné, Ze v piipadé Bifidobacterium breve doslo v porovnani s referenci k podpofeni ristu
bakterii ve vodnych a ethanolovych extraktech matchy a moringy, dale ve vodném extraktu
chlorelly a ethanolovém extraktu mladého je¢mene. U ostatnich extraktt byly probiotické
bakterie jen slab¢ inhibovany a doSlo spiSe ke zpomaleni jejich rdstu. Data byla nasledné
ovéfena na pratokovém cytometru, kde bylo zjisténo, Ze viabilita probiotickych bakterii se

pohybovala okolo 98 % ve vodnych a okolo 96 % v ethanolovych extraktech.

Tabulka 17: Viiv rostlinnych extraktii na Zivotaschopnost bakterie Bifidobacterium breve

VVodné extrakty Ethanolové extrakty
Vzorek Pocet bunck Viabilita Pocet bunck Viabilita
po 24 hodinach [%] po 24 hodinach [%]
[CFU/mI] 0 [CFU/mI] °
a7l Z | 826107 95 a8l Z | 9,96-107 95
Reference | 8,72:10 M | 4.63-10° 5 1,05-10 M | 522-10° 5
sl Z | 2,04108 97 a8l Z | 1,66-10° 94
Matcha | 2,10-10° |—5 5:89-10° 3 176-10° — 102107 5
. el Z | 1,73-108 97 el Z | 112108 94
Moringa | 1,80-10 M 6.14-10° 3 1,19-10 M 6.80-10° 5
Mlada sl Z | 1,25-108 98 el Z | 145108 98
pSenice 127107y 2,19-10° 2 147107y 2,22-10° 2
Mlady s| 2 | 126108 98 s| 7 | 130108 98
. 1,29-10 : 1,33-10 :
je¢men | M | 2,51-10° 2 M | 3,19-10° 2
el Z | 237108 97 el Z | 15310° 95
Chlorella | 2,45-10 M | 7.80-10° 3 1,61-10° —w 8 16-10° 5
- sl Z | 1,02:108 98 a8l 2 | 1,42:108 97
Spirulina | 1,04-10 M 1.99-10° 5 1,47-10 M | 4.62-10° 3

Zkratky: Z — zivé buiiky, M — mrtvé buiiky

5.2.4 Vliv koncentraéni iady chlorelly a spiruliny na viabilitu bakterii

Vzorky chlorelly a spiruliny pfi interakci S probiotiky vykazovaly ve vét$iné piipadt nulovy
narist nebo Ubytek bakterialni kultury oproti referenénimu vzorku. Z toho divodu byly vodné
extrakty chlorelly a spiruliny ziedény 2x, 5x, 10x, 50x a 100x, ¢imZz byla vytvofena
koncentraéni fada. Po pridavku probiotickych bakterii byl nasledné sledovan nartst bun¢k
azména viability bakterii. U vSech tfi kmenl probiotickych bakterii byla se snizujici
se koncentraci extraktu pozorovana mala inhibice ristu bun€k. V porovnani s referenénimi

vzorky vSak nedoslo k vyrazné inhibici ristu kultury.
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Tabulka 18: Viiv riznych koncentraci extraktu chlorelly a spiruliny na Lactobacillus acidophilus

Vzorek

Meéfreni zakalu

Priatokovy cytometr

AA Pocet bunék po 24 hodinach Viabilita
-] [CFU/mI] [%0]
Zivé 3,72:108 80
+ 108 ’
Reference 1,079 £0,004 | 4,64-10 Mrtvé 9.25-107 20
Zivé 2.42-108 82
2x Chlorell 1,088 + 2,96-108 ’
X Chlorella ,088 £ 0,005 ,96-10 Mrtvé 5.40-107 18
Zivé 2.92-108 83
hlorell 1,099 + 0,01 4-108 ;
5x Chlorella ,099 £ 0,019 3,54:10 MItve 6.16-107 17
Zivé 2.87-108 85
+ 108 ;
10x Chlorella | 1,103+0,016 | 3,38:10 Mrtvé 5.14-107 15
Zivé 3,07-108 78
50x Chlorella 1,085 + 0,031 3,94-108 - :
X Mrtvé 8,75-107 22
> 108
100x Chlorella | 1,099 +0,028 | 3,74-108 Zwe, 2.72'10 I
Mrtvé 1.03-108 27
o Zivé 2.56-108 84
2x Spirulina 1,011 + 0,016 3,03-108 d
xspiruft : Mrtvé 47610’ 16
N Zivé 2.85-108 83
rulin 1,094 + 0,012 43-108 :
5x Spirulina 094+ 0,0 3,43-10 Mrtvé 5,79-107 17
N Zivé 2.70-108 80
+ 108 ’
10x Spirulina | 1,089 £0,016 | 3,36:10 Mrtvé 6.55-107 20
N Zivé 3,38-10°8 83
+ ‘108 ?
50x Spirulina | 1,095+0,020 | 4,07-10 Mrtvé 6.98-107 17
. 08 Zivé 3,29-10® 88
100x Spirulina | 1,075+0,013 | 3,75-10 Mrtve 462107 12

Tabulka 19: Viiv riznych koncentraci extraktu chlorelly a spiruliny na Lactobacillus casei

Meéreni zakalu

Prutokovy cytometr

Vzorek AA Pocet bunék po 24 hodinach Viabilita
[-] [CFU/mI] [%0]
Zivé 3,73-108 97
+ 108 ;
Reference 0,873+0,012 | 3,8710 Mrtvé 1,31:10’ 3
Zivé 3,73-108 90
+ 108 ’
2x Chlorella 0,807 £0,053 | 4,1510 Mrtvé 425107 10
Zivé 3,88:108 94
+ 108 ;
5x Chlorella 0,865+0,035 | 4,12:10 Mrtvé 2.35-107 6
Zivé 4,99-10° 95
+ 108 ;
10x Chlorella | 0,884 £0,061 | 5,26:10 Mrtvé 2.64-107 5
Zivé 3,87-108 96
+ 108 ’
50x Chlorella | 0,941+0,034 | 4,04-10 Mrtvé 168107 4
o 108
100x Chlorella | 0,940 + 0,037 | 5,68-108 Zive 2,29 107 %
Mrtvé 3.90-10 7
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o Zivé 5,47-108 98
2 | 45 + 0,04 108 :
x Spirulina | 0,845+0,040 | 5,60-10 MIrtve 131107 2
— Zivé 4,14-108 97
+ 108 ’
5x Spirulina 0,896 £0,049 | 4,27-10 Mrtve 1,30-107 3
L Zivé 5,45-108 96
+ 108 ’
10x Spirulina | 0,931 £ 0,021 5,66-10 Mrtvé 2.04-107 4
— Zivé 4,32-108 94
| 19 + 0,02 4,58-108 ’
50x Spirulina | 0,919 + 0,023 ,58:10 Mrtve 2.60-107 6
L o8 Zivé 5,56-10° 94
100x Spirulina | 0,895+0,018 | 5,90-10 MIrTVa 335107 5
Tabulka 20: Viiv riznych koncentract extraktu chlorelly a spiruliny na Bifidobacterium breve
Méfieni zakalu Pratokovy cytometr
Vzorek AA Pocet bunék po 24 hodinach Viabilita
-] [CFU/mI] [%0]
Zivé 2,70-108 80
+ 108 ’
Reference 1,081 +£0,009 | 3,38:10 MIrtvé 6.81-107 20
Zivé 2,54-108 83
+ 108 ’
2x Chlorella | 1,117 +0,016 | 3,08:10 Mrtve 538107 17
Zivé 2,73-108 82
+ 108 :
5x Chlorella 1,088 +0,014 | 3,32:10 Mrtvé 5.89-107 18
Zivé 3,05-108 77
+ 108 :
10x Chlorella | 1,091+0,005 | 3,94:10 Mrtvé 8.87-107 23
o 108
50x Chlorella | 1,092 + 0,013 3,86:10° Zwe, 207 107 2
Mrtve 7.87-10 20
A 108
100x Chlorella | 1,094 +0,008 | 3,55-10° ZIvE 2.78-10 I
Mrtvé 7.67-107 22
o Zivé 4,61-108 81
2X S | 1,033 + 0,029 5,68:108 ’
xopirutina ’ Mrtvé 1,06-10° 19
o Zivé 5,23-108 78
5x Spirulina 1,129 + 0,012 6,74-108 - 2
p Mrtvé 1,51-108 22
o Zivé 3,95-108 78
+ 108 ’
10x Spirulina | 1,112+0,012 | 5,06-10 Mrtvé 1.11-10° 22
o Zivé 3,83-108 81
+ 108 ’
50x Spirulina | 1,105+0,003 | 4,76:10 Mrtvé 9.24-107 19
. A8 Zivé 2,96-10° 84
100x Spirulina | 1,105+0,026 | 3,53-10 Mrtve 5.64-107 16

Z vySe uvedenych tabulek 18-20 muizeme vidét nasledujici

trend. U vzorku,

jejichzZ viabilita byla podpofena ptidavkem koncentrovanych extraktt (viz kapitola 5.2), bylo

sledovano podpofeni ristu 1 po piidavku extraktii nafedénych 2x a 5x. Vyssi fedéni extraktii

uz nepodpofilo viabilitu a dochazelo k mens$i inhibici probiotickych bunck. Jednalo se

0 kombinace extraktu chlorelly s L. acidophilus, chlorelly s B. breve a extraktu spiruliny
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s L. casei. V piipad¢ probiotickych bakterii L. acidophilus a B. breve s ptidavkem extraktu
ze spiruliny byla u koncentrovanych extraktl sledovana inhibice ristu bunék a k podpote
rastu doslo naopak az u ziedénéjSich extraktt. Vyjimkou byla kombinace extraktu chlorelly
s L. casei.

Jelikoz Zadna kombinace probiotika s rostlinnym extraktem nevykazovala vyrazny
inhibi¢ni efekt, bylo mozné sledovat viabilitu interakce probiotik S extrakty i Vv prib&hu

modelového traveni.

5.3 Modelové traveni smési probiotickych bunék s rostlinnymi extrakty

V procesu modelového traveni byly nasimulovany podminky lidského gastrointestinalniho
traktu pomoci téi modelovych travicich §tav pifipravenych podle ndvodu v kapitole 4.15.1.
Tyto $tavy byly pridavany ke smésim probiotik s vodnymi extrakty. Nasledné byl sledovan
vliv pfidavku rostlinnych extraktti na viabilitu probiotickych bakterii z hlediska ochrany
bakterialnich bunék pfi jejich prichodu travicim traktem. Nartst bakterialni kultury ve formeé
zakalu byl stanoven ELISA Readerem (podle kapitoly 4.9.1) a pocet Zivych a mrtvych bunék

byl stanoven na pritokovém cytometru (kapitola 4.9.2).

5.3.1 Lactobacillus acidophilus
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Obréazek 11: Priibéh modelového traveni Lactobacillus acidophilus
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Na Obrazku 11 je znazornén prubéh modelového traveni probiotické bakterie
Lactobacillus acidophilus. Pied travenim byla koncentrace bunék ve vSech vzorcich stejna,
ato 2,89-108 CFU/ml. Z toho dtivodu vychazi viechny kiivky viability v ¢ase 0 z jednoho
bodu. Po 30 minutach byla zaznamenana viabilita probiotik po interakci se zalude¢ni $tavou,
kde ve vSech vzorcich (s vyjimkou spiruliny) byl zaznamenan pokles viability. V porovnani
s referenénim vzorkem d¢isté kultury byla vSak u vSech vzorki, kromé vzorku chlorelly,
zaznamenana podpora viability. Po trdveni a nasledné 24hodinové kultivaci pti 37°C byl

zaznamenan velky nartst kultury u vzorku mladého je¢mene.

Tabulka 21: Koncentrace bunék kultury Lactobacillus acidophilus pred travenim

Pred travenim Pocet bunék Viabilita
[CFU/mI] [%]
i idophi Zivé 2,76-10° 95
Lactobacillus acidophilus 2,89-108 ,
P Mrtvé 1,30-10 5

V Tabulce 21 jsou uvedeny pocty bunék L. acidophilus pied modelovym travenim
naméfené na prutokovém cytometru. Tyto hodnoty slouzily jako reference pro zhodnoceni
prubchu traveni.

Tabulka 22: Ovlivnéni ristu Lactobacillus acidophilus s prebiotiky po modelovém traveni
a po 24hodinové kultivaci

Po traveni Po traveni a 24hodinoveé kultivaci
Vzorek | poget buntk Viabilita pg‘;ie;(')’(;‘i‘:gzh Viabilita
[CFU/mI] [%6] [CFU/MI] [%0]
Reference 7,71-10° 1 6,92-10° 8
j';/éﬁcg 8,57-108 22 2,25-108 89
Spirulina 8,71-108 28 3,38:10° 86

V Tabulce 22 muzeme vidét, ze po modelovém traveni kultury L. acidophilus bez ptidavku
prebiotika doSlo k usmrceni 99 % bunécné kultury. Po nasledné 24hodinové kultivaci
pti 37 °C doslo k caste¢nému opétovnému narGstu a viabilita Cinila 8 %. U kombinace
probiotika s mladym je¢menem nebo spirulinou doslo v pribéhu traveni k ochrané
bakterialnich bun¢k. Viabilita u téchto extraktli byla v priméru 25 %. Po kultivaci doslo
k podpofeni rustu a zvySeni viability bunék, ktera se pohybovala v rozmezi od 86 do 89 %.

Ostatni rostlinné materidly jako matcha, moringa, mlad4d pSenice a chlorella pii plisobeni
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travicich Stav neprokazaly ochranny efekt a vSechny bunky se po prométeni na pritokovém

cytometru jevily jako mrtvé.

5.3.2 Lactobacillus casei

Narist kultury L. casei v pribéhu
modelovéeho traveni [-]

150

-0.2 9 9
Cas [min]
—3—Reference =¥ Matcha Moringa —&—Mlada pSenice
—#—Mlady jecmen Chlorella ——Spirulina

Obrazek 12: Priibéh modelového traveni Lactobacillus casei

Pribéh modelového traveni probiotické bakterie Lactobacillus casei je znazornén
na Obrazku 12. Pied travenim byla koncentrace bunék ve vSech vzorcich stejnd (viz
Tabulka 23), proto vSechny kiivky viability vychazi v ¢ase 0 z jednoho bodu. Po 30 minutach
byla zaznamenana viabilita probiotik po interakci se zalude¢ni §tavou, kde ve vSech vzorcich
byl zaznamenan pokles viability. Nejmensiho poklesu bylo dosazeno u vzorku spiruliny.
V porovnani s referenci byla ve vSech vzorcich zaznamenana podpora viability zvysenim
zakalu. Po traveni a nasledné 24hodinové kultivaci byl zaznamenan velky nartst kultury

ve formé zakalu u vzorku spiruliny, moringy, mladé pSenice a mladého jeCmene.

Tabulka 23: Koncentrace bunék kultury Lactobacillus casei pred trdvenim

Pred trévenim Pocet bunék Viabilita
[CFU/mI] [%]
— —
Lactobacillus casei 2,92-108 Zive 2,79 107 95
Mrtvé 1,32-10 5

V Tabulce 23 jsou uvedeny pocty bunék L. casei pied modelovym travenim naméiené
na pratokovém cytometru. Tyto hodnoty slouzily jako reference pro zhodnoceni prib&éhu

traveni.
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Tabulka 24: Ovilivnéni  ristu  Lactobacillus  casei s prebiotiky po  modelovém  traveni
a po 24hodinové kultivaci

Po traveni Po traveni a 24 hodinové kultivaci

Vzorek Potet bun&k Viabilita P‘;ff; bé‘.“":kh Viabilita

[CFU/mI] [%6] PO 24 hodinac [%]
[CFU/mI]

Reference 438108 2 5,37-108 10
Moringa 3,31-108 7 3,07-108 63
p'\:elz?cae - 0 3.77-108 70
J';’l'ricgl ; 0 1,19-108 82
Spirulina 6,58-108 11 2,17-108 86

V Tabulce 24 muzeme vidét, ze po modelovém traveni kultury L. casei bez pridavku
prebiotika doslo k usmrceni 98 % bunééné kultury. Po nasledné 24hodinové kultivaci
pii 37 °C doslo k c¢astecnému opétovnému nardstu a viabilita Cinila 10 %. U kombinace
probiotika s pfidavkem moringy a spiruliny dosSlo v prib&éhu traveni k malé ochrané
bakterialnich bunék. Viabilita u téchto extraktt byla v praméru 9 %. U kultury s ptidavkem
mladého je¢mene a mladé pSenice nebyl na pratokovém cytometru zaznamenan zadny nartst
a burniky se po traveni jevily jako mrtvé. Po ptidavku novych zivin a nasledné kultivaci doslo
u vSech téchto extraktd K nardstu poctu bunék a zvySeni viability. To bylo zplsobeno
umisténim vzorkl do optimalniho prostiedi, kdy vlivem ptiznivych podminek doslo k oZiveni
bunék. Viabilita zivych bunék se po procesu traveni pohybovala v rozmezi 63-86 %.
Rostlinné materialy matchy a chlorelly pii ptisobeni travicich §tav neprokazaly ochranny

efekt a vSechny buriky byly mrtve.
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5.3.3 Bifidobacterium breve

Narist kultury B.breve v pribéhu
modelového traveni [-]

ﬂ) 60 90 1\':30

Cas [min]

—3—Reference —¥—Matcha —&— Moringa —@— Mlada pSenice
—#—Mlady je¢men —@-—Chlorella —#—Spirulina

Obrazek 13: Priibéh modelového travent Bifidobacterium breve

Na Obrazku 13 je =znazornén prubéh modelového traveni probiotické bakterie
Bifidobacterium breve. Pfed travenim byla koncentrace bunék ve vSech vzorcich stejna
(3,38:108 CFU/ml), proto viechny k¥ivky viability vychazi véase 0 zjednoho bodu.
Po 30 minutach byl sledovan nartst, piipadné ubytek probiotické kultury po interakci se
zalude¢ni $tavou, kde ve vSech vzorcich (s vyjimkou spiruliny) byl zaznamenan vyrazny
pokles zékalu. V porovnani s referencnim vzorkem c¢isté kultury byla vSak u vzorkd
s pfidavkem extraktu mladé pSenice a mladého je¢mene zaznamenana podpora ristu bungk.
Po traveni a nasledné 24hodinové kultivaci pii 37°C byl zaznamenan velky narast kultury
u vzorku spiruliny a mladé psenice. K mensi podpote viability doslo také u vzorku moringy

a mladého je¢mene.

Tabulka 25: Koncentrace bunék kultury Bifidobacterium breve pied trdavenim

Pred trévenim Poéet bunék Viabilita
v [CFU/mI] [%]
o . Zivé 3,15-108 93
Bifidobacterium breve 3,38-108 - :
Mrtvé 2,26:107 7
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V Tabulce 25 jsou uvedeny pocty bunék B. breve pied modelovym travenim namétené
na pratokovém cytometru. Tyto hodnoty slouzily jako reference pro zhodnoceni prab&éhu
traveni.

Tabulka 26: Ovlivnéni ristu Bifidobacterium breve s prebiotiky po modelovém traveni
a po 24hodinové kultivaci

Po traveni Po traveni a 24hodinové kultivaci
Vzorek Potet bunék Viabilita p;";ie:];’;‘r‘lglzh Viabilita
(0) (0)
[CFU/mI] [%6] [CFU/MI] [%]
Reference 8,38-108 1 1,59-107 7
Miady 8.48-108 15 4.30-108 85
je¢men
Spirulina 1,13-10° 25 3,12-108 80

Z Tabulky 26 vyplyva, ze po modelovém traveni kultury B. breve bez ptidavku prebiotika
doslo k usmrceni 99 % bunécné kultury. Po nésledné 24hodinové kultivaci doslo ke zvySeni
viability Zivych bun€k na 7 %. U kombinace probiotika s mladym jeémenem nebo spirulinou
doslo v pribéhu traveni k ochrané bakteridlnich bundk. Zivotaschopnost Zivych bunék
u téchto extraktti byla v priméru 20 %. Po kultivaci doSlo k podpoieni ristu a zvySeni
viability bun¢k, ktera se pohybovala v rozmezi od 80 do 85 %. Ostatni rostlinné materialy
jako matcha, moringa, mladd pSenice a chlorella pfi plisobeni travicich stav neprokazaly

ochranny efekt a vSechny butiky se po proméifeni na pritokovém cytometru jevily jako mrtvé.

5.4 Modelové traveni smési probiotickych bunék s realnymi praskovymi vzorky

Modelové traveni s piidavkem praskovych vzorkti bylo pro porovnani provedeno pouze
v kombinaci s kmenem Bifidobacterium breve. V tomto ptipadé bylo pozorovano to, jaky vliv
bude mit pfidavek realného vzorku na probiotické bunky v procesu modelového traveni,

a zda dojde k vétsi ochrané bun¢k v porovnani s piidavkem rostlinného extraktu.
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Obrazek 14: Priibéh modelového traveni Bifidobacterium breve s realnymi vzorky

Pribéh modelového traveni probiotické bakteric Bifidobacterium breve s ptidavkem

praskovych vzorki je zndzornén na Obrazku 14. Ptred travenim byla koncentrace bunék

ve viech vzorcich stejna (8,78:10° CFU/mI), proto vSechny kiivky viability vychazi v ¢ase 0

z jednoho bodu. Po 30 minutach byl v porovnani s referen¢nim vzorkem zaznamenan narust

probiotické kultury uvzorku s piidavkem matchy, moringy, mladé pSenice a mladého

je¢mene. Po traveni a nasledné 24hodinoveé kultivaci byl ve vSech vzorcich pozorovan narist

kultury ve form¢ buné¢ného zakalu.

Tabulka 27: Koncentrace bunék kultury Bifidobacterium breve pred trdavenim

Pied travenim Pocet bunék Viabilita
[CFU/mI] [%]
ifi - Zivé 7,64-10° 87
Bifidobacterium breve 8,78-10° . )
’ Mrtvé 1,14-10° 13

V Tabulce 27 jsou uvedeny pocty bun¢k B. breve pfed modelovym travenim naméiené

na pratokovém cytometru. Tyto hodnoty slouzily jako reference pro zhodnoceni pribéhu

traveni.
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Tabulka 28: Ovlivneni rustu Bifidobacterium breve s pridavkem praskovych vzorkii
po modelovém traveni

Po traveni
Vzorek Pocet bunék Viabilita
[CFU/mI] [%]
Reference 1,78-10° 2
Matcha 2.91-108 8
Spirulina 2,02:108 4

Z Tabulky 28 vyplyvé, Ze po modelovém traveni kultury B. breve bez ptidavku prebiotika
doslo k usmrceni 98 % bunééné kultury. V ptipadé pfidavku redlnych prasku doslo pfi traveni
k mirné podpote viability. U vzorku s praskem matchy Zivotaschopnost Zivych bunék cinila
8 %. U vzorku s praskem spiruliny byla viabilita jesté mensi, a to 4 %. Ostatni rostlinné
prasky jako moringa, mlada pSenice, mlady jecmen a chlorella neprokazaly v procesu traveni
ochranny efekt na bakteridlni kulturu a bezprostfedné po traveni nebyly zivotaschopné.

Nejlepsi uc¢inek z hlediska ochrany a podpory viability bunéénych kultur vykazoval
piidavek rostlinnych extraktti v porovnani s rostlinnymi praskovymi vzorky. Po traveni smési
s pridavkem spiruliny byla zivotaschopnost zivych bunék 20 %. Naproti tomu u praskového
vzorku ¢inila viabilita pouze 4 %. To mohlo byt zptisobeno tim, Ze v téchto smésich oproti
extraktium nebyly aktivni latky rozpustény ve vod¢ a pro bakterie tak mohlo byt mnohem
obtizngjsi vyuzivat je ke svému rastu.

5.5 Antioxida¢ni aktivita smési probiotickych bunék s rostlinnymi extrakty
po traveni

Ve smésich probiotickych bakterii s rostlinnymi extrakty byla stanovena antioxida¢ni aktivita
podle postupu v kapitole 4.7.4. Ve smésich pfed travenim i po traveni byla sledovana zména

antioxidacni aktivity.
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Tabulka 29: Antioxidacni aktivita smési probiotickych bakterii s rostlinnymi extrakty pred a po traveni

Koncentrace [mg/g]
Vzorky Po traveni
Pred travenim
L. acidophilus L. casei B. breve

Matcha 2,59 £ 0,00 0,59 £ 0,00 0,58 + 0,00 0,58 + 0,00
Moringa 1,95+ 0,05 0,39 + 0,00 0,35 + 0,00 0,52 £ 0,01
Mlada psenice 1,46 £ 0,01 0,20 + 0,00 0,29 + 0,00 0,33 +0,01
Mlady je¢men 1,27 £ 0,03 0,23 + 0,00 0,23 £ 0,00 0,26 + 0,00
Chlorella 1,51+0,01 0,54 + 0,01 0,27 £ 0,00 0,25 + 0,00
Spirulina 1,59 £ 0,05 0,41 + 0,00 0,47 £ 0,00 0,49 + 0,00

V Tabulce 29 mizeme vidét, Ze vSechny vzorky pfed travenim vykazovaly velkou
antioxida¢ni aktivitu. V procesu modelového traveni doSlo u vSech smési k poklesu
antioxida¢ni aktivity vlivem pusobeni travicich $tav, coz bylo pozorovano i zménou barvy

vzorku.

5.6 Vybér vhodnych kombinaci probiotik a prebiotik pro pripravu alginatovych
castic
Alginatové Castice a lyofilizované alginatové Castice 0 velikosti 450 um a 1 000 um byly
vytvoifeny pomoci enkapsulatoru podle postupu uvedeného v kapitole 4.12 a 4.13.
K enkapsulaci byly vyuzity 3 bakterialni kmeny, které byly nasledné¢ smichany s vybranymi
prebiotiky. Kombinace probiotické kultury s rostlinnym extraktem byla zvolena na zaklad¢
vysledku jejich interakce provedené v kapitole 5.2. Alginatové Castice 0 velikosti 450 um
byly ptipraveny z prebiotik, které podpofily nartst bunééné kultury. Vétsi Castice o velikosti
1000 um byly ptipraveny ztéch prebiotik, kde byl zaznamendn nejvétsi nartist bunck.
Seznam alginatovych ¢astic je uveden v Tabulce 30. Ukazka né€kterych téchto alginatovych
nelyofilizovanych ¢astic je uvedena v Tabulce 31. Jako reference slouzily ¢astice o velikosti

450 pm a 1 000 pm se samotnou bakterialni kulturou.

Tabulka 30: Prehled pripravenych algindtovych cdstic

Lactobacillus acidophilus Lactobacillus casei Bifidobacterium breve
450 um LA 450 um LC 450 um BB
1000 um LA 1000 um LC 1 000 um BB
450 pm LA + je€men 450 pm LC + je¢men 450 um BB + matcha
1000 um LA + je¢men 1000 pm LC + jeCmen 450 um BB + chlorella
450 pm LA + matcha 450 pum LC + pSenice
450 pum LA + moringa 1 000 um LC + pSenice
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Tabulka 31: Ukdzka nekterych pripravenych alginatovych cdstic

Alginatové ¢astice

B. breve
B. breve 450 um B. breve 1 000 um

+ chlorella 450 pm

L. casei L. acidophilus L. acidophilus

+ mlada pSenice 1 000 um + matcha 450 ym + mlady je¢men 450 pm

Na zaklad¢ interakce probiotik s rostlinnymi extrakty podle kapitoly 5.2 bylo zjisténo,
ze extrakt moringy vykazoval dobré vlastnosti a podporoval rist probiotické kultury ve vSech
tfech vybranych kmenech. Pii piipravé smési pro enkapsulaci se vSak po piidavku extraktu
moringy do alginatu vytvotily srazeniny. Podle literarni reserSe bylo zjisténo, ze moringa se
vyuziva mimo jiné také k €iSté€ni vody. Je schopna na sebe vazat prachové Castice, které se
nasledné usazuji na dné. Existuji i studie, které uvadi, ze timto zpisobem je mozné z vody
odstranit az 99 % bakterii [21]. Z vysrazené smési moringy s kmenem Lactobacillus
acidophilus se pomoci enkapsulatoru podafilo vyrobit dostate¢né mnozstvi ¢astic nutnych
pro naslednou analyzu. JelikoZ pfi tvorbé castic dochdzelo vlivem sraZzenin k ucpavani
enkapsuldtoru, byly Céstice pfipraveny jen v jedné velikosti (450 um) pro jeden kmen

(L. acidophilus).
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Alginatové Castice byly nasledné suSeny mrazem metodou lyofilizace. Ukézka

lyofilizovanych alginatovych ¢astic je uvedena v Tabulce 32.

Tabulka 32: Ukdzka nékterych pripravenych lyofilizovanych algindtovych cdstic

Lyofilizované alginatové ¢astice

B. breve
B. breve 450 um B. breve 1 000 um

+ chlorella 450 pm

L. casei L. acidophilus L. acidophilus

+ mlada pSenice 1 000 um + matcha 450 uym + mlady je¢men 450 pm

Ptipravené alginatové Castice byly sledovany pod optickym mikroskopem. Vzhled a zména
tvaru alginatovych €astic je zobrazena V Ptiloze 4. Vrstvy algindtovych ¢astic byly prihledné.
Po pfidavku bakterialnich kultur byly ¢astice na pohled zrnit&jsi a v ¢asticich bylo nasledné

mozné pozorovat ty€inky probiotickych bakterii.

5.7 Charakterizace alginatovych ¢astic

U alginatovych ¢astic byla stanovena enkapsulaéni ucinnost a byla také sledovéana jejich

stabilita pii prichodu modelovym travicim traktem.
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5.7.1 Stanoveni enkapsulaé¢ni u¢innosti

Enkapsula¢ni G¢innost byla stanovena na zakladé postupu uvedeného v kapitole 4.14.1.
V jednotlivych smésich piipravenych pro enkapsulaci a ve vytvrzovacich roztocich
po zfiltrovani hotovych ¢astic byly stanoveny koncentrace celkovych polyfenoli. Z rozdilt
téchto hodnot byla vypocitana enkapsula¢ni G¢innost, ktera byla vyjadiena v procentech.
Kazdy vzorek byl analyzovan tiikrat a ze ziskanych hodnot byl vypocten primér i smérodatna

odchylka.

Tabulka 33: Enkapsulacni ucinnost algindtovych cdstic

Alginatové ¢stice Enkap s“l?(;;']' ucinnost
L. acidophilus + je¢men 450 um 28,7+172
L. acidophilus + je¢men 1 000 um 345+18
L. acidophilus + matcha 450 um 40,4+1.8
L. acidophilus + moringa 450 um 66,8 + 0,7
L. casei + je¢men 450 pm 321+29
L. casei + je¢men 1 000 um 383+1,0
L. casei + pSenice 450 um 58,6 +1,7
L. casei + pSenice 1 000 um 46,4 £ 2,2
B. breve + matcha 450 um 526+1,0
B. breve + chlorella 450 um 484+ 15

Z vysledku je patrné, ze enkapsula¢ni Géinnosti nad 50 % bylo dosazeno u tii typd
alginatovych ¢astic ptipravenych kombinaci L. acidophilus a extraktu z moringy (66,8 %),
L. casei a extraktu z psenice (58,6 %) a B. breve s extraktem z matchy (52,6 %).

U castic s enkapsulovanym extraktem z moringy mohla byt vys$8i ac¢innost enkapsulace

cwwvr

ucinnost byla namétena u mensich ¢astic v ptipadé koenkapsulace L. acidophilus s extraktem

z matchy, a to 28,7 %.

5.7.2 Stabilita pripravenych ¢astic
V dal§i casti byl sledovan vliv enkapsulace a lyofilizace na viabilitu testovanych

probiotickych bakterii pti priichodu ¢astic simulovanymi podminkami lidského traveni.

5.7.2.1 Modelové traveni algindtovych éastic

Modelové traveni alginatovych castic s enkapsulovanymi probiotickymi  bakteriemi

a rostlinnymi extrakty bylo provedeno podle postupu uvedeného v kapitole 4.15.3.1.
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Tabulka 34: Ndriist kultury ve formé bunécného zakalu v priibéhu traveni

Alginatové ¢astice Merzlx ?_a]kalu

L. acidophilus 450 pum 1,097 + 0,028

L. acidophilus 1 000 um 0,625 £ 0,096

L. acidophilus + je¢men 450 um 1,272 £ 0,078

L. acidophilus + je¢men 1 000 um 1,269 + 0,044
L. acidophilus + matcha 450 um 1,443 + 0,062

L. acidophilus + moringa 450 pm 1,312 £ 0,078
L. casei 450 um 1,365 £ 0,167

L. casei 1 000 pum 1,374 + 0,252

L. casei + je¢men 450 pm 1,206 + 0,563

L. casei + je¢men 1 000 um 0,116 + 0,059

L. casei + pSenice 450 um 1,127 + 0,401

L. casei + pSenice 1 000 pm 0,076 + 0,002

B. breve 450 um 1,003 £ 0,177

B. breve 1 000 um 1,397 £ 0,051

B. breve + matcha 450 um 0,111 + 0,028

B. breve + chlorella 450 um 0,093 + 0,002

Z Tabulky 34 muzeme vyc€ist, Ze porovnanim alginatovych ¢astic jen s probiotickymi
buiikami a alginatovych castic s probiotickymi buiikami i enkapsulovanymi extrakty dosSlo
po traveni k narustu kultury pouze u ¢astic obsahujicich kmen Lactobacillus acidophilus.
U kment Lactobacillus casei aBifidobacterium breve nedoSlo oproti referenci

k dostateénému nartstu bunék a tim ani k velké tvorbé zikalu.

Tabulka 35: Pocdtecni koncentrace probiotickych bunék pred travenim

Poéet bunék | Viabilita
[CFU/mI] [9%6]

Probioticka kultura

Lactobacillus acidophilus 5,32-107 73
Lactobacillus casei 2,84-108 77
Bifidobacterium breve 2,48:107 74
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Tabulka 36: Vliv enkapsulace na riist probiotickych kultur po modelovém traveni

Alginatové ¢astice Po traveni a 24h0dinOVé
kultivaci
Probioticka - Potet bunfk [\ iopilita
kultura Prebiotikum po 24 hodinach %]
[CFU/mI]

Bunky 450 pm 2,59-108 76
Buiiky 1 000 pm 2,14-108 82
Lactobacillus Mlady je¢men 450 pm 2,08-108 76
acidophilus | Mlady je¢émen 1 000 pm 2,47-108 89
Matcha 450 pm 2,95-108 84
Moringa 450 um 2,89-108 84
Bunky 450 pm 1,67-108 80
Buiky 1 000 pm 3,16-10° 75
Lactobacillus Mlady je¢men 450 pm 2,20-108 81
casei Mlady je¢men 1 000 pm 2,80-10* 19
Mlada pSenice 450 pm 1,16-10° 20
Mlad4 psenice 1 000 um 2,17-10° 20
Buriky 450 pm 2,50-108 78
Bifidobacterium Buiiky 1 000 pm 2,71-108 76
breve Matcha 450 um 2,60-10° 92
Chlorella 450 ym 2,40-10° 36

V Tabulce 36 jsou uvedeny pocty bun€k a hodnoty viability naméfené na pritokovém
cytometru po 24hodinové kultivaci. U ¢astic obsahujicich kmen Lactobacillus acidophilus
vidime, ze enkapsulované probiotické bakterie byly schopné v asticich ptezit i v priub&éhu
modeloveého traveni. Probiotické bakterie si zachovaly svoji zivotaschopnost a jejich viabilita
se po nasledné kultivaci pohybovala vrozmezi od 76 do 89 %. Dale mizeme vidét,
ze v porovnani s referenénimi Casticemi enkapsulovanych bakterii do§lo vlivem piidavku
rostlinnych extraktti ke zvySeni poctu bunék, a to téméf ve vsech Easticich. Vyjimkou byly
malé Castice s pfidavkem mladého jeCmene, kde nedoSlo k vyznamnému navySeni poctu
bunék.

Referen¢ni castice senkapsulovanym kmenem Lactobacillus casei a malé castice
s ptidavkem mladého je¢mene vykazovaly po traveni vysokou viabilitu Zivych probiotickych
bunék, a to v priméru 79 %. Extrakt je¢cmene navic jesté podpofil narlst poctu probiotickych
bunék. Naopak u castic s pfidavkem mladé pSenice a velkych castic s je€menem byla
po traveni namétfena velmi nizkd viabilita bun€k, kterd Cinila pouze 20 %. Soucasné byl

u vzorkti naméfen i nizky pocet bunék. U velkych enkapsulovanych ¢astic s je¢menem se
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jednalo o pokles poctu bun¢k az o 4 tady. Z toho mizeme usoudit, Ze vlivem modelového
traveni nedosSlo k uvolnéni vSech probiotickych bunék a Cast zistala jesté v enkapsulované
formé chranéna vrstvou alginatu. Souc¢asné mohlo dojit i k ¢aste¢né inhibici rastu. To bylo
také potvrzeno u traveni neenkapsulovanych probiotik a prebiotik (kapitola 5.3.2), kde vsak
oproti referenénim vzorkiim nedochézelo k vyrazné inhibici.

U alginatovych ¢astic obsahujicich kmen Bifidobacterium breve byl pozorovan podobny
trend. Cista probioticka kultura bez ptidavku prebiotik byla v procesu modelového traveni
ochranéna pied puisobenim travicich §tav a nasledné uvolnéna z ¢astic. Probiotické bakterie
vykazovaly vysokou viabilitu (v praméru 77 %) i poc¢et bunék. U ¢astic s koenkapsulovanymi
rostlinnymi extrakty byl stanoven nizky pocet probiotickych bunék. Zde muizeme opét
predpokladat, Ze nedoslo k uvolnéni viech bunék z &astic. Castice s obsahem matchy navic

oproti ¢asticim s chlorelou mély mnohem vyssi viabilitu Zivych bunék, a to 92 %.

5.7.2.2 Modelové traveni lyofilizovanych algindtovych éastic

Modelové traveni lyofilizovanych alginatovych castic bylo provedeno podle postupu
uvedeného v kapitole 4.15.3.2. Pro lepSi zndzornéni pribéhu modelového traveni byly

sestrojeny nasledujici grafy.
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Obréazek 15:Priibéh modelového traveni lyofilizovanych castic s L. acidophilus
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Tabulka 37: Ndriist kultury ve formé bunécného zakalu u lyofilizovanych castic pred a po traveni

Méieni zakalu
Lyofilizované alginatové ¢astice AA L]
Pied travenim Po traveni
L. acidophilus 450 um 1,403 + 0,030 0,043 £+ 0,002
L. acidophilus 1 000 um 1,344 + 0,081 0,049 £ 0,004
L. acidophilus + je¢men 450 um 1,475 + 0,020 0,050 + 0,006
L. acidophilus + je¢men 1 000 um 1,443 + 0,084 0,048 £ 0,002
L. acidophilus + matcha 450 um 1,525 + 0,137 0,056 £ 0,007
L. acidophilus + moringa 450 pm 0,084 + 0,000 0,081 + 0,001
L. casei 450 um 0,041 + 0,003 0,033 £ 0,002
L. casei 1 000 um 0,063 + 0,003 0,056 + 0,043
L. casei + je¢men 450 pm 1,427 + 0,005 0,039 + 0,006
L. casei + je¢men 1 000 um 0,081 £ 0,004 0,043 £ 0,010
L. casei + pSenice 450 um 0,082 £ 0,006 0,039 £ 0,001
L. casei + pSenice 1 000 um 1,410 + 0,024 0,038 + 0,001
B. breve 450 um 0,041 £ 0,001 0,030 £ 0,003
B. breve 1 000 um 0,065 + 0,003 0,032 £+ 0,006
B. breve + matcha 450 um 0,067 £ 0,002 0,034 £+ 0,003
B. breve + chlorella 450 um 0,071 + 0,003 0,036 + 0,005

Z Tabulky 37 a ptilozenych sloupcovych grafi (obrazek 15-17) zobrazujicich prabéh

modelového traveni mizeme vidét, Zze vlivem rehydratace doslo téméf u vSech
lyofilizovanych ¢astic s extrakty k nartstu probiotické kultury. Jedinou vyjimkou byly ¢astice
obsahujici extrakt z moringy, kde podle grafu na Obrazku 15 doslo oproti referenci k vyrazné
inhibici. Po traveni doSlo ke zpomaleni ridstu probiotické kultury pouze u velkych
alginatovych c¢astic s enkapsulovanymi extrakty mladé pSenice a mladého jeCmene.

U ostatnich ¢astic doslo k podpofeni rastu kultury.

Tabulka 38: Viiv lyofilizace castic na riist probiotickych kultur po modelovém tréveni

. N il g owa e Po traveni a 24hodinoveé
Lyofilizované alginatové Castice L
kultivaci
Probioticka - Pofetbunck |\ /obilita
kultura Prebiotikum po 24 hodinach %]
[CFU/mI]
Bunky 450 pm 2,41-10° 42
Buniky 1 000 pm 7,33-10* 58
Lactobacillus Mlady je¢men 450 pm 9,08-10* 54
acidophilus Mlady je¢men 1 000 pm 1,01-10° 64
Matcha 450 pm 1,23-10° 74
Moringa 450 um Nedetekovano
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Pro modelové traveni lyofilizovanych ¢astic s enkapsulovanymi probiotiky i prebiotiky
byly vybrany castice obsahujici kmen L. acidophilus. Po modelovém traveni a nasledné
24hodinové kultivaci byly u lyofilizovanych ¢astic na prutokovém cytometru stanoveny velmi
nizké pocty probiotickych bunék, jejichz koncentrace se pohybovaly ve ¢tvrtém a patém tadu.
To mohlo byt zptisobeno pravdépodobné nedostateénou rehydrataci lyofilizovanych bungk.
Vzorek moringy nebyl detekovan z dtivodu technickych problému pii aplikaci tohoto vzorku

na pratokovy cytometr.

5.8 Charakterizace komercnich probiotickych dopliiki stravy

Vybrané détské dopliky stravy obsahujici rizné kombinace probiotickych kmeni byly
charakterizovany z hlediska poé¢tu bunék a jejich Zivotaschopnosti. Probiotické ptipravky byly

dale podrobeny modelovému traveni.

5.8.1 Kontrola deklarovaného mnozstvi bunék v komeré¢nich dopliicich stravy

U komerénich probiotickych pfipravki byla nejprve provedena kontrola poctu
zivotaschopnych bunék pomoci pritokového cytometru podle postupu uvedeneho
v kapitole 4.9.2. Namétené pocty bunék byly nasledné porovnany s deklarovanymi hodnotami
uvedenymi na etiketach pfipravkd.

Pied mé&fenim byly buiiky rozsuspendovany ve sterilni destilované vodg. Cast téchto bunék
byla dale kultivovana po dobu 24 hodin v tekutétm MRS mediu. Viabilita probiotickych
piipravku byla sledovana na pritokovém cytometru u vzorku pied i po kultivaci. Pro testovani
probiotickych dopliku stravy byly vybrany komeréni piipravky Osmobiotic Flora Baby
ve formé kapek a Laktobacilky Baby ve form¢ prasku.

Tabulka 39: Porovndni naméreného a deklarovaného mnoZstvi bunék v komercnich piipravcich

Namérené mnozstvi bunék ,
Probioticky Deklarované
X Poéet bundék mnozstvi bunék
doplnék strav & &
P y Pfé'?&m;k po 24hodinové kultivaci [CFU/mI]
[CFU/mMI]
Kapky 1,6-:10° 2,4-10° 5,0-108
Prasek 1,5-108 8,8:108 1,0-10°

Na zékladé naméfenych dat miZeme konstatovat, Ze deklarované mnoZstvi bun€k bylo
potvrzeno po 24hodinové kultivaci u probiotického piipravku ve formé kapek. Zde bylo
dokonce dosazeno vétsiho mnozstvi bunék, nez jaké bylo deklarovdno vyrobcem. Naopak

U praskového preparatu nebylo ani po kultivaci dosaZzeno deklarovaného mnoZstvi. Naméfené
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hodnoty vsak byly velmi podobné. Dale mizeme fici, Ze v prub¢hu kultivace doslo u kapek
k velkému nardstu kultury. K vyraznému nartstu po¢tu bun¢k béhem kultivace v§ak nedoslo
u ptipravku ve formé prasku. Jednalo se o lyofilizovany preparat obsahujici 5 probiotickych
kultur, jejichz pomalejsi nartst kultury mohla zptisobit delsi lag fAze ptitomnych bakteridlnich

kment. VéEtsitho mnozstvi bunék by bylo mozné docilit delsi dobou kultivace.

5.8.2 Modelové traveni vybranych komer¢nich probiotickych preparati

Détské probiotické dopliky stravy byly dale obohaceny o rostlinny extrakt matchy, mladého
je¢mene a spiruliny a nasledné podrobeny ptisobeni modelovych travicich §t'av. Tyto rostlinné
materialy byly vybrany na zédkladé vlivu jejich extraktli na viabilitu probiotickych bunék
v kapitole 5.2. Referencnim vzorkem byl v tomto piipadé probioticky preparat bez piidavku
prebiotického extraktu. Modelové traveni komer¢nich preparati bylo provedeno podle ndvodu
v kapitole 4.15.4. U probiotickych piipravki byl po modelovém traveni sledovan nartst

bakterialni kultury na ELISA Readeru a také viabilita bunék pomoci pratokového cytometru.
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Obréazek 18: Priitbeh modelového traveni komercniho pripravku — kapek Osmobiotic Flora Baby

Obrézek 18 zobrazuje prabéh modelového traveni probiotickych kapek prostiednictvim tii
odbéru v pribehu traveni. Hodnoty namétené pied travenim zobrazuji interakci probiotického
prepardtu s vybranymi extrakty. Muzeme vidét, Ze rust probiotické kultury byl podpoien
ptidavkem extraktu z je¢mene. Matcha naopak zpusobila inhibici kultury. Dale mizeme vidét,
ze po traveni doslo ve vSech ptipadech k naristu probiotické kultury méfené z rozdilu zékalu.
V porovnani s Tabulkou 40 ale mtiZzeme vidét, ze bezprostiedné po traveni doslo k nartstu
poc¢tu bungk, kde ptevladaly bunky mrtvé. To zna¢i i viabilita, kterd poklesla z 85 %

na pouhych 31 %.
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Tabulka 40: Pocet bunek pred a po modelovém trdaveni pro kapky bez pridavku prebiotika

Pred travenim Po traveni
Vzorek | poget bunék Viabilita Pocet bunék Viabilita
[CFU/mI] [96] [CFU/mI] [96]
Kapky 1,82-10° 85 4,48-10° 31

Koncentrace bunék ve smési po traveni castic je vyssi, jelikoz se bakterialni bunky
v kapkach nachazely v enkapsulovené formé. Tyto enkapsulované Castice s probiotiky se
béhem traveni narusily, ¢imz dosSlo k uvolnéni probiotik do roztoku. Probiotické bakterie
pusobenim travicich §tav ztratily svoji viabilitu a pfevladaly buniky mrtvé. Vzorky pied

kultivaci ukazuji viabilitu bun€k bezprostiedné po traveni a pied travenim.

Tabulka 41: Pocet bunek po traveni a 24hodinové kultivaci pro kapky s pridavkem prebiotik

Po traveni
Kapky Pocet bunék Viabilita
[CFU/mI] [%]
Reference 9,28:10° 53
Matcha 2,01-10° 78
Mlady je¢men 3,99-10° 39
Spirulina 5,04-10° 53

V Tabulce 41 muZzeme vidét, ze Vv prubchu traveni probiotik ve formé kapek nedoslo
vlivem ptidavku extraktu k podpoieni nartustu kultury.

Kapky obsahuji kombinaci probiotickych kmenu L. casei a B. breve. Z interakce
probiotickych bakterii s rostlinnymi materialy v kapitole 4.10. bylo zjisténo, ze pfidavkem
mladého jeCmene a spiruliny k obéma probiotickym kmeniim doslo pfi traveni k ochrané
bakterialni kultury. Naslednou kultivaci doslo ke zvySeni poctu bunék.

Extrakty se tedy nedostaly do kontaktu s komer¢nimi probiotiky, protoze probiotické
kultury v kapkach byly stabilizovany do ¢astic pomoci mikroenkapsulace. U toho komer¢niho
preparatu nedoslo k ochrané bunék vlivem extraktu, coZ se projevilo poklesem viability.

U matchy doslo k poklesu pocétu bunék, ale zvysila se viabilita.
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Dalsim testovanym probiotickym doplitkem stravy byl praSkovy preparat.
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Obréazek 19: Priitbéh modelového traveni komercniho pripravku — prasku Laktobacilky Baby

Pribéh modelového traveni probiotického prasku zobrazuje Obrazek 19. Z interakce
praskového probiotika s pfidavkem vybranych prebiotik miizeme pozorovat, zZe u zadné¢ho
vzorku nedoslo k vyrazné inhibici probiotické kultury. Ve vzorcich bylo pozorovano pouze
zpomaleni rastu kultury. Po modelovém traveni byl nejvétsi narust bakterialni kultury
zaznamenan u kombinace praskového probiotika s extraktem z mladého jeémene. Toto

méteni bylo nasledné ovéieno na prutokovém cytometru.

Tabulka 42: Pocet bunek pred a po modelovém traveni pro prasek bez pridavku prebiotika
Pied travenim Po traveni

Vzorek | poget bunék | Viabilita Pocet bunék Viabilita
[CFU/mI] [%] [CFU/mI] [%]

Prasek 8,52:107 18 3,94-10° 33

U praskového ptipravku obsahujiciho lyofilizované probiotické buiiky bylo pied trdvenim
zjisténo, Zze i po rehydrataci byla viabilita bunék nizka (18 %) a ve smési tedy pievladaly
bunky mrtvé. Vlivem traveni do§lo u komer¢niho probiotika ve formé prasku ke snizeni poctu

bunék, kde stale ptevladaly mrtvé bunky.
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Tabulka 43: Pocet bunéek po traveni a 24hodinové kultivaci pro prdsek s pridavkem prebiotik

Po traveni
Prasek Po&et bunék Viabilita
[CFU/mI] [%6]
Reference 4.82-10° 82
Matcha 2,15-10° 89
Mlady je¢men 2,22:108 97
Spirulina 3,42-10° 10

V Tabulce 43 vidime, Ze k ochrané probiotickych bun€k v praskovém preparatu v prubéhu
modeloveho traveni doslo vlivem piidavku extraktu z mladého je¢mene. Na pritokovém
cytometru byl potvrzen nejvyssi nardst poctu bunék oproti referenci, a to o 3 fady. Probiotické

buriky byly i po traveni a 24hodinové kultivaci zivé. Viabilita ¢inila 97 %.

5.9 Shrnuti a vybér nejlepSich probiotickych a prebiotickych slozek

Cilem diplomové prace bylo navrhnout a piipravit preparat probiotickych bakterii
obohacenych o rostlinna prebiotika a nasledn¢ stabilizovat tyto smési do alginatovych ¢astic
pro moznou aplikaci do détskych vyrobkii.

Pfimou interakci jednotlivych bunék s rostlinnymi extrakty nedoslo u Zzadného
bakterialniho kmene Kk vyrazné inhibici rustu, ale také ani k vyraznému nartstu bunék.
Hodnoty viability vSak byly relativné vysoké a neklesly pod 77 %. Nejvétsi narast bun¢k byl
vsak zjistén u kmene Lactobacillus acidophilus v kombinaci s extraktem matchy, moringy
a mladého jeCmene; u kmene Lactobacillus casei v kombinaci s mladym je¢menem a mladou
pSenici. U kmene Bifidobacterium breve bylo nejvétsiho narustu kultury dosazeno
po piidavku extraktu z matchy a chlorelly.

Podle vysledki interakce s extrakty byly nasledné ztéchto vybranych kombinaci

vytvoreny alginatové ¢astice o velikosti 450 pma 1 000 pm.
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Tabulka 44: Shrnuti viastnosti algindtovych c¢astic po modelovém traveni

e |[§ |eg |&§
g = o = o =)
e |2 |3 |8 |8 |8 |2
Probioticky _ 3 § o — > — D
Typ Castic Y = g 5 E 8 =
kmen g S 3 g 5 § 3
ks 5 S & | S
= |2 |8 |%¥ |8 |2 |6
= S = =
. ili S ERVRV2N RV VIV BV - - -
Lactobacillus Nelyofilizovane
acidophilus | | vofilizované | v | v | v | V ] ] i
; ili s - - v Vv v v v ;
L actobacillus Nelyofilizované
casel Lyofilizované - ; Y X v X _
. . HH A i _ _ _ _ ) Y
Bifidobacterium | Nelyofilizovane
breve Lyofilizované % - - - - - v

Vysvétlivky: - neméfeno, X inhibice, v podpora viability, v v vyrazna podpora viability,

Po modelovém traveni byl prokdzan ochranny efekt na probiotické buiky vlivem piidavku
u v8ech extraktt s vyjimkou chlorelly a matchy. JelikoZ extrakty neochranily ptimou interakci
probiotické buiky, i pfesto byly aplikovany do alginatovych ¢astic, kde pfedevsim v piipadé
kmene Lactobacillus acidophilus a Bifidobacterium breve byla zaznamenana viabilita bunék
I po traveni, a tim i urcity ochranny vliv extraktu i alginatu.

Z nariastu bun¢k ve formé zadkalu bylo u lyofilizovanych castic s kmenem L. casei
po traveni zjisténo, Ze k vyraznému narGstu kultury nedoslo v piipadé velkych ¢astic
s pfidavkem mladého je¢mene a mladé psSenice. Lze vSak ptfedpokladat, ze po prométeni
viability na prutokovém cytometru by i piesto bylo zjisténo, ze bunky v lyofilizovanych
Casticich zustaly v do urcité miry stale viabilni. Ostatni kombinace rust bakterialni kultury
podpotily.

Lyofilizované ¢astic s enkapsulovanym kmenem Lactobacillus acidophilus vykazovaly

po suseni i traveni znacnou viabilitu a jsou tedy vhodné pro aplikace do potravin.
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6 ZAVER

Piedlozena diplomova prace byla zaméfena na piipravu probiotické slozky s ptidavkem
rostlinnych extrakti uréenych pro détskou vyzivu. Testovanymi probiotickymi kmeny byly
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei a Bifidobacterium breve.

V experimentalni ¢asti prace byla provedena charakteristika rostlinnych extraktti z matchy,
moringy, mladé pSenice, mladého je¢mene, chlorelly a spiruliny. Tyto materialy byly nejprve
charakterizovany z hlediska obsahu celkovych a redukujicich sacharidt. Vysledné hodnoty
byly nasledné porovnany s hodnotami deklarovanymi vyrobcem. Sacharidy jsou zdrojem
zivin a energie pro rust probiotickych bakterii a z toho divodu je to dulezity ukazatel
pro vybér vhodnych prebiotik. Nejveétsi mnozstvi redukujicich sacharidii obsahovala chlorella
(4,15 ¢g/100 g) néasledovana zelenym je¢menem (3,98 g/100 g) a matchou (3,43 g/100 g).
Z hlediska obsahu celkovych sacharidi (13,16 g/100 g), polyfenold (57,0 mg/g)
a antioxidacni aktivity (28,8 mg/g) byl nejlep$im zdrojem ¢aj matcha. Pomoci HPLC bylo
v matche identifikovano 9 fenolickych sloucenin a je tak dobrym zdrojem Sirokého spektra
fenolickych latek.

Ve druhé casti experimentalni prace byly testovany jednotlivé probiotické kultury.
Rostlinné extrakty byly pfidavany do probiotickych kultur za u¢elem mozné aplikace téchto
smési do potravy. Z toho davodu byl nejprve sledovan vliv piidavku rostlinnych extrakta
na viabilitu bakterii. Byl sledovan nartst kultury v podobé zmény zakalu, pocet bunck
a viabilita. Pfimou interakci jednotlivych bunék s rostlinnymi extrakty nedoslo u zadného
bakterialniho kmene k vyrazné inhibici rastu.

Dale byly smési probiotickych kultur s rostlinnymi extrakty ponechany ptsobeni travicich
Stav v procesu modelového traveni. U ¢istych kultur bez pridavku extraktu doslo vlivem
traveni k usmrceni primérné 99 % bunééné kultury. Naslednou 24hodinovou Kultivaci se
zvySila Zivotaschopnost zivych bunck asi na 8 %. Ptridavkem prebiotického extraktu
do kultury doslo v nékterych ptipadech k ochrané probiotickych bunék. Nejvétsi ochranny
efekt byl pozorovan v kombinaci s kmenem L. acidophilus, kdy doslo k ochrané bunék
ptidavkem mladého je¢mene nebo spiruliny. Viabilita po traveni ¢inila asi 25 % a ptidanim
novych zivin doslo ke zvySeni viability na 86-88 %. Ostatni extrakty stimto kmenem
nevykazovaly ochranny efekt. O néco niz8i ochranny vliv mél mlady je¢men a spirulina
v kombinaci s kmenem B. breve. U roztokt pted travenim a po traveni byla sledovana zména
antioxida¢ni aktivity v prubéhu traveni. V procesu traveni doSlo k vyraznému poklesu
antioxidacni aktivity.
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Modelové traveni bylo u kmene B. breve provedeno jesté s pfidavkem realnych
praskovych vzorkl. V tomto pifipad¢ byla viabilita bun¢k po tradveni nizs$i nez v piipade
extraktu, jelikoz aktivni latky nebyly extrahovdny do vody a pro bakterie byly obtiznéji
vyuzitelné.

V dalsi casti pro zvySeni stability byly smési probiotik a prebiotik enkapsulovany
do alginatovych ¢astic. Asi polovina castic byla nasledné jesté suSena mrazem
na lyofilizdtoru. Byly pfipraveny ¢&astice dvou velikosti, a to 450 um a 1000 pm.
Enkapsulaéni G¢innost vypoctena z rozdilu hladiny polyfenoli dosahovala pouze u tii typt
¢astic vysSi hodnoty nez 50 %. Nejvyssi enkapsulaéni u¢innost (66,8 %) byla vypoctena
u kombinace L. acidophilus s extraktem z moringy. Vyssi enkapsula¢ni G¢innost byla zde
pravdépodobné zkreslena pfedchozim vysrdzenim enkapsulacni smési, kdy doSlo k tvorbé
mély malé Castice L. acidophilus s extraktem mladého je¢mene, a to 28,7 %.

Enkapsulované castice byly poté podrobeny modelovému traveni, kde byla sledovana
jejich stabilita. U ¢astic obsahujicich kmen Lactobacillus acidophilus byly enkapsulované
probiotické bakterie schopné v ¢asticich prezit i v pribéhu modelového traveni. U ¢astic
s pridavkem extraktu dosSlo jesté ke zvySeni poctu bunck (s vyjimkou malych castic
s je¢menem). Lyofilizované ¢astice byly nasledn¢ podrobeny modelovéemu traveni. Vlivem
rehydratace doSlo téméf u vSech lyofilizovanych castic k narGstu probiotické kultury.
Na zavér byly také charakterizovany vybrané komer¢ni probiotické preparaty.

Vhodnymi ¢asticemi pro aplikace do vyrobkt pro détskou vyzivu by mohly byt alginatové
castice s pridavkem mladého jeCmene. Tyto Castice by mohly byt v nelyofilizované formeé
pridavany do riznych ptesnidavek a piikrmi. Nejvhodnéjsi formou ¢astic pro malé déti by
byly ¢astice o velikosti 450 um, které by s ohledem na maly rozmér nebyly ve stravé ditétem
rozpoznany. V¢Etsi ¢astice (1 000 um) nejsou pro aplikaci do détskych vyrobku vhodné. Tyto
Castice jsou piilis velké a v potravin€ snadno rozpoznatelné. Jejich velikost a velké mnozstvi
by mohlo délat détem problémy v Ustni dutingé, ¢imz by déti mohly zalit dany vyrobek
odmitat.

Po lyofilizaci jsou vSak alginatové Castice mnohem mensi a nemusela by tedy jejich
konzumace détem vadit. Lyofilizované Castice je mozné vyuzit jako piidavek do umélé

mlécné vyzivy a suSenych kasi, které jsou dostupné v suSeném stavu ve formée prasku.
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Alginatové Castice s ptidavkem extraktu z matchy nejsou vzhledem k vysokému obsahu
kofeinu vhodné pro pouziti v détské vyzivé. Tyto Castice by bylo mozné naopak vyuzit

pro aplikace do vyrobkii ur¢enych pro déti starSiho Skolniho veku.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

ABTS

BB

CFU

EU

FAO

GIT

HPLC

LA

LC

MRS

WHO

2,2"-Azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium salt
Bifidobacterium breve

Colony Forming Units (jednotky tvotici kolonie)

Evropska unie

Organizace pro vyzivu a zemédélstvi

Gastrointestinalni trakt

Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Lactobacillus acidophilus

Lactobacillus casei

Man-Rogosa-Sharp médiu/agar (specificka piida pro laktobacily)

Svétova zdravotnickd organizace
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9 PRILOHA

9.1 Priloha 1: Kalibraéni kiivky fenolickych latek ziskanych z HPLC s UV-VIS

detekci
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Obrazek 20: Kalibracni zavislost epikatechinu
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Obréazek 21: Kalibracni zavislost kyseliny kdavové
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Obréazek 22: Kalibracni zavislost kyseliny sinapové
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9.2 Priloha 2: Chromatogram extraktu zeleného je¢mene — stanoveni
fenolickych latek pomoci HPLC s UV/VIS detekci

Obrazek 23: Chromatogram fenolickych latek v ethanolovém extraktu mladého jeCmene
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9.3 Priloha 3: Zaznam z pritokového cytometru

All Events
All Events
100 453 | P1 T o
1 Count: 9344 Count: 441
80 =% Parent: 95.49 % Parept: 4.41

10*

3
FSC-A

10*

Percentage

[ e
= =
IIlI'lIllIlIIllIlIl

10"

10°

10° 10° 10* 10° 10° i . - .
10 10 10 10 10

Obréazek 24: Priklad vystupu z priitokového cytometru pro cCistou kulturu kmene L. acidophilus-
viabilita
Na Obrazku 24 muizeme vidét zaznam ze stanoveni viability a mnozstvi bunék
na pratokovém cytometru. Tento vystup zobrazuje zivou bakterialni kulturu kmene
Lactobacillus acidophilus. Barveni bakterialnich bunék bylo provedeno pomoci
fluorescen¢niho barviva propidiumjodidu. Graf vlevo zobrazuje zavislost procentualniho
zastoupeni bun¢k na intenzité emise propidiumjodidu. Vpravo je naopak zobrazen graf

zavislosti po¢tu bun€k (FSC) na intenzité emise propidiumjodidu.
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9.4 Ptiloha 4: Zaznam alginatovych ¢astic z optického mikroskopu

Probiotické bakterie
L. acidophilus
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.
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Obréazek 26: Algindtové castice s enkapsulovanymi bunikami Lactobacillus acidophilus a extraktem
z matchy. Zleva: Nelyofilizovana Cdstice, Castice po traveni, lyofilizovand castice (zvétseni 100x)
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